Ni(II)-NTA-modifizierte dendritische Glycopolymere als Trägersysteme für Antigen-Peptide in Zell-basierter Immuntherapie by Hauptmann, Nicole
  
 
Ni(II)-NTA-modifizierte dendritische Glycopolymere als 
Trägersysteme für Antigen-Peptide in Zell-basierter 
Immuntherapie 
 
Dissertation 
 
zur Erlangung des akademischen Grades 
Doctor rerum naturalium 
(Dr. rer. nat.) 
 
vorgelegt 
 
der Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften  
der Technischen Universität Dresden 
 
von 
 
Nicole Hauptmann 
geboren am 07.06.1984 in Plauen 
 
Eingereicht am 03.09.2013 
Tag der Verteidigung 11.11.2013 
 
Die Dissertation wurde in der Zeit von Januar 2010 bis August 2013  
im Leibniz-Institut für Polymerforschung Dresden e. V. angefertigt. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gutachter: Prof. Dr. Brigitte Voit  
(Organsiche Chemie der Polymere, Technische Universität 
Dresden, Leibniz-Institut für Polymerforschung Dresden e. V.) 
Prof. Dr. Marc Schmitz  
(Institut für Immunologie, Technische Universität Dresden)
Inhaltsverzeichnis 
 
 
i
Inhaltsverzeichnis 
 
1 Einleitung 1 
 
2 Theoretische Grundlagen 
 
2 
2.1 Dendritische Polymere 2 
2.1.1 Einteilung und Aufbau dendritischer Polymere 2 
2.1.2 Synthese von dendritischen Polymeren 4 
2.2 Hochverzweigtes Poly(ethylenimin) 8 
2.2.1 Synthese und Eigenschaften von hochverzweigtem 
Poly(ethylenimin) 
8 
2.2.2 Anwendung und Eigenschaften von hochverzweigtem 
Poly(ethylenimin) 
9 
2.3 Biokompatibilität von hochverzweigtem Poly(ethylenimin) 11 
2.4 Dendritische Glycopolymere 12 
2.5 Multivalenz und Glycoside Cluster Effekt 14 
2.6 Dendritische Polymere in der biomedizinischen Forschung 16 
2.6.1 Einschluss von bioaktiven Molekülen 16 
2.6.2 Kovalente Anbindung von rezeptorspezifischen Liganden an 
die Polymeroberfläche 
19 
2.6.3 Dendritische Polymere als nicht-viraler Vektor 20 
2.7 Immunbiologische Grundlagen 22 
2.7.1 Das Immunsystem 22 
2.7.2 Dendritische Zellen 23 
2.4.3 Humaner Immunschwäche Virus (HIV) 25 
2.7.4 Immuntherapie 
 
26 
3. Zielstellung 
 
 
30 
Inhaltsverzeichnis 
 
 
ii 
4. Experimenteller Teil 
4.1 Angewandte Methoden 32 
4.1.1 NMR Spektroskopie 32 
4.1.2 Dynamische Lichtstreuung 32 
4.1.3 Fluoreszenzpolarisation 33 
4.1.4 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 35 
4.1.5 Durchflusszytometrie 36 
4.2 Materialien 37 
4.2.1 Chemikalien 37 
4.2.2 Peptide 41 
4.2.3 Zellkulturmedien und Zusätze 42 
4.2.4 Zusammensetzung des RPMI Zellkulturmediums 43 
4.2.5 Antikörper und Isotypkontrollen 43 
4.2.6 Testkitsysteme 45 
4.2.7 Lösungen und Puffer 45 
4.2.8 Sonstige Materialien 46 
4.2.9 Geräte 48 
4.3 Synthese von Nitrilotriessigsäure modifizierten Glycopolymeren 49 
4.3.1 Synthese von N-{13-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4,7,10-
trioxatridecyl}-O-(p-nitrophenyl)urethan (1) 
49 
4.3.2 Synthese von N-{5-Carboxy-5-[N,N-bis(carboxymethyl)amino]-
pentyl}-N´-{13-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4,7,10-trioxa-
13-tridecyl}urethan (BOC-PEG3-NTA, 2) 
50 
4.3.3 Entschützung von N-{5-Carboxy-5-[N,N-bis(carboxymethyl)-
amino]-pentyl}-N´-{13-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4,7,10-
trioxa-13-tridecyl}-urethan (NTA-PEG3-NH2) (3) 
52 
4.3.4 Synthese von PEI-PEG3-NTA (4) 52 
4.3.5 Synthese von NTA-PEG3-PEI-Maltose (NTA-PEG3-DG, 5) 53 
4.3.6 Markierung von NTA-PEG3-DG mit Rhodamin-B-isothiocyanat 
(5-RITC) 
 
 
54 
Inhaltsverzeichnis 
 
 
iii
4.3.7 Synthese von O-[2-N-(tert-butyloxycarbonyl)aminoethyl]-O`-{2-
N-[5-carboxy-5-[N-bis(carboxymethyl)aminopentyl]-amino-
carbonyl]aminoethyl}decaethylen glycol (Boc-PEG11-NTA) (7) 
55 
4.3.8 Entschützung von Boc-PEG11-NTA (8) 56 
4.3.9 Synthese von PEI-PEG11-NTA (9) 57 
4.3.10 Synthese von NTA-PEG11-PEI-Maltose (NTA-PEG11-DG, 10) 58 
4.4 Synthese von dendritischen Glycopolymeren 59 
4.4.1 Synthese von PEI-Maltose Struktur A (11) 59 
4.4.2 Synthese von PEI-Maltose Struktur B (12) 60 
4.5 Herstellung und physikalische Charakterisierung der Polyplexe 61 
4.5.1 Komplexierung des NTA Derivats mit Ni(II) 61 
4.5.2 Charakterisierung der Polyplexe mit Dynamischer 
Lichtstreuung 
61 
4.5.3 Charakterisierung der Polyplexe mit Fluoreszenzpolarisation 62 
4.6 Zellkultur 63 
4.6.1 Isolation periphärer mononukleärer Zellen (PBMC) 63 
4.6.2 Isolation von Monozyten und Differenzierung der Monozyten 
zu iDCs 
64 
4.6.3 Biokompatibiltät 65 
4.6.3.1 MTT-Test 65 
4.6.3.2 Apoptose-Nekrose Test 66 
4.6.4 Aufnahme der Polyplexe durch Monozyten, iDCs und mDCs 67 
4.6.5 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 67 
4.6.5.1 Ko-Lokalisation der Polyplexe im endosomalen und 
lysosomalen Zellkompartiment 
68 
4.6.5.2 Ko-Lokalisation von Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-GP160 69 
4.6.6 Einfluss der Polyplexe auf den Phänotyp der immaturen DCs 69 
4.6.7 Einfluss der Polyplexe auf Maturierung der DCs 70 
4.6.8 Untersuchung des Einflusses der Polyplexe auf die Migration 
der mDCs 
71 
4.6.9 Zytokin-Sekretion von iDCs und mDCs 71 
4.6.9.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 
72 
Inhaltsverzeichnis 
 
 
iv
5. Ergebnisse und Diskussion 73 
5.1 Synthese und Charakterisierung von NTA-modifizierten 
Glycopolymeren (NTA-DG) 
73 
5.1.1 Synthese und Charakterisierung von BOC-PEG3-NTA (2) und 
Boc-PEG11-NTA (7) 
74 
5.1.2 Synthese und Charakterisierung von NTA-PEG3-PEI (3) und 
NTA-PEG11-PEI (9) 
77 
5.1.3 Synthese und Charakterisierung von NTA-PEG3-PEI-Maltose 
(5) und NTA-PEG11-PEI-Maltose (10) 
80 
5.2 Synthese und Charakterisierung von PEI-Maltose Struktur A (11) 
und PEI-Maltose Struktur B (12) 
83 
5.3 Charakterisierung der Polyplexe 84 
5.3.1 Charakterisierung von Peptid-Ni(II)-NTA-DG mit Fluoreszenz-
polarisation 
84 
5.3.2 Untersuchung der Bindungskapazität der Ni(II)-NTA-DGs mit 
Dynamischer Lichtstreuung 
87 
5.3.3 Stabilität von Peptid-Ni(II)-NTA-DGs 90 
5.3.4 Freisetzung der Peptide vom NTA-Liganden 92 
5.3.5 Ergebnisse der Charakterisierung der Polyplexe-W über 
elektrostatische Wechselwirkungen 
94 
5.4 Zellbiologische Untersuchungen mit PEI-Mal B 97 
5.4.1 Biokompatibilität der Polyplexe-W basierend auf PEI-Mal B 97 
5.4.2 Endozytose von P24-PEI-Mal B durch iDCs 98 
5.4.3 Einfluss von P24-PEI-Mal auf den Phänotyp von iDCs 99 
5.4.4 Einfluss von P24-PEI-Mal auf die Maturierung von DCs 101 
5.4.5 Einfluss von P24-PEI-Mal auf die Migration von mDCs 103 
5.5 Zellbiologische Untersuchungen mit NTA-DG 105 
5.5.1 Biokompatibilität von Ni(II)-NTA-PEG3-DG 105 
5.5.2 Endozytose der Polyplexe durch Monozyten, iDCs und mDCs 108 
5.5.3 Untersuchung der Intrazellulären Lokalisation der Polyplexe 
mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 
111 
5.5.4 Einfluss der Polyplexe auf den Phänotyp von iDCs 118 
Inhaltsverzeichnis 
 
 
v
5.5.5 Einfluss der Polyplexe auf die Maturierung der DCs 122 
5.5.6 Einfluss der Polyplexe auf die Migration mDCs 124 
5.5.7 Einfluss der Polyplexe auf die Zytokinsekretion von iDC und 
mDCs 
 
126 
6. Zusammenfassung und Ausblick 131 
6.1 Synthese und Chararkterisierung von NTA-modifizierten 
dendritischen Glycopolymeren 
131 
6.2 Synthese und Charakterisierung von PEI-Maltose Struktur B 134 
6.3 Zellbiologische Untersuchungen 135 
6.4 Ausblick 
 
140 
7 Abkürzungsverzeichnis 
 
141 
8 Abbildungsverzeichnis 
 
143 
9 Tabellenverzeichnis 
 
155 
10 Literaturverzeichnis 
 
156 
Anhang 163 
 
 
Einleitung 
 
 
1
1 Einleitung 
Die Etablierung alternativer polymerer Trägersysteme für bioaktive Moleküle 
nimmt einen großen Bereich in der interdisziplinären Forschung ein.1,2 Aufgrund 
ihrer Struktur und Eigenschaften besitzen dendritische Polymere, wie 
Dendrimere und hochverzweigte Polymere, ein enormes Potential für die 
Verwendung als Trägersysteme für bioaktive Moleküle.3 Diese können zum 
einen in die innere Struktur dendritischer Polymere eingeschlossen werden. Die 
multifunktionale Oberfläche bietet zusätzlich die Möglichkeit zur Komplexierung 
von Biomolekülen oder zur kovalenten Anbindung Rezeptor-spezifischer 
Liganden.3 Letzteres bietet die Möglichkeit zum gerichteten Transport der 
Polymere und somit des bioaktiven Moleküls im biologischen System. Die 
Biokompatibilität dendritischer Polymere im biologischen System korreliert unter 
anderem mit der Ladung der Oberflächenfunktionalitäten. So können die 
zytotoxischen und hämolytischen Eigenschaften von dendritischen Polymeren 
durch Modifikation der Oberfläche mit neutralen Gruppen reduziert werden.4,5 
Einen besonderen Anwendungsbereich dendritischer Polymere stellt dabei der 
Einsatz als nicht-viraler Vektor für Antigen-Peptide6,7 oder Oligonukleotide8,9 für 
immuntherapeutische Anwendungen dar. Diese basieren unter anderem auf der 
ex-vivo Generierung von Antigen-enthaltenen dendritischen Zellen (DCs).10 
DCs sind professionelle Antigen-präsentierende Zellen (APCs) deren 
Hauptaufgabe in der Antigenaufnahme, -prozessierung und der Präsentation 
von Antigen-Peptiden an T-Lymphozyten besteht. Immature DCs (iDCs) sind 
charakterisiert durch eine hohe phagozyotische Aktivität. Nach der 
Antigenaufnahme und Aktivierung der DCs, erfolgt deren Maturierung. Diese ist 
durch die Aufregulierung von kostimulatorischen Molekülen und die vermehrte 
Translokation von major histocompatibility Molekülen (MHC) an die Oberfläche 
der DCs charakterisiert. Während der Maturierung migrieren DCs gegen einen 
Chemokingradienten in die sekundären lymphatischen Organe zur Aktivierung 
von Antigen-spezifischen T-Lymphozyten.11,12 Die Fähigkeit von DCs zur 
Aktivierung von CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) und CD4+ T-
Lymphozyten führte zur Entwicklung von DCs als zelluläre Impfstoffe gegen 
Tumore und virale Infektionen.10,13  
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Für die DC basierte Immuntherapie ist die Aufnahme des Antigens von 
entscheidender Bedeutung. In diesem Zusammenhang wurden dendritische 
Polymere, wie Carbosilan-Dendrimere,6 Poly(propylenimin)-Dendrimere7 oder 
hochverzweigte Poly(ethylenimin) Polymere8 verwendet, um die Aufnahme von 
Antigen-Peptiden oder Oligonukleotiden in DCs zu erhöhen. Durch die 
Verwendung dendritischer Polymere konnte die Peptidaufnahme in DCs zwar 
erhöht werden, jedoch bewirkten diese keine Aktivierung der DCs. Des 
Weiteren wurde nicht gezeigt, wie sich die mit dem Antigen-Peptid beladenen 
dendritischen Polymere (Polyplexe) nach der Endozytose durch DCs 
verhalten.6,7 Da es besonders wichtig ist, dass das Antigen-Peptid nach der 
Endozytose durch DCs vom polymeren Träger freigesetzt wird, um ohne 
sterische Hinderungen am MHC Klasse II-Molekül zu binden, ist es notwendig 
eine pH-labile Komplexierung des Antigen-Peptids an den polymeren Träger zu 
nutzen. Solch eine pH-labile nicht-kovalente Bindung stellt der Chelatkomplex 
zwischen den Säuregruppen von Nitrilotriessigsäure (NTA) und den 
Aminogruppen von His-tagged Peptiden in Gegenwart von Ni(II) dar.14 So 
könnte durch die Verwendung von NTA-modifizierten dendritischen 
Glycopolymeren sowohl die Aufnahme des Antigen-Peptids in DCs erhöht 
werden als auch die Freisetzung des Antigen-Peptids nach der Endozytose 
gewährleistet sein.  
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2 Theoretische Grundlagen 
2.1 Dendritische Polymere 
2.1.1 Einteilung und Aufbau dendritischer Polymere 
Der Begriff „dendrit“ leitet sich von dem griechischen Wort „dendron“ (Baum) ab 
und bezeichnet eine regelmäßig verzweigte Struktur. Dendritische Moleküle 
gehören zur Gruppe der Polymere. Diese werden nach ihrem chemischen 
Aufbau in lineare, verzweigte, vernetzte und dendritische Strukturen unterteilt. 
Dendritische Polymere werden wiederum je nach dem Grad und der Anordnung 
ihrer Verzweigungen in Dendrimere, hochverzweigte Polymere, Dendrigrafts 
und dendronisierte Polymere unterteilt. (Abb. 2-1).15,16 Dendrimere wurden zum 
ersten Mal von Vögtle et al. als Kaskadenmoleküle beschrieben.17 Sie stellen 
ideal verzweigte, nahezu monodisperse Moleküle mit einer globulären Struktur 
und einer Größe im Nanometerbereich dar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-1: Einteilung dendritischer Polymere (modifiziert nach15) 
 
Ausgehend von einem multifunktionalen Kernmolekül setzen sich bei einem 
Dendrimer Verzweigungseinheiten fort. Dendrimere werden in Generationen 
eingeteilt, wobei von dem multifunktionalen Kernmolekül ausgehend bis zur 
Dendrimere Hochverzweigte
Polymere
Dendrigrafts Dendronisierte
Polymere
Dendritische Polymere
TLD
Kern
Dendron
1
2
3
4
Generationen
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Peripherie jede dendritische Wiederholungseinheit als Generation gezählt wird. 
Die hochsymmetrische Struktur der Dendrimere lässt eine gute mathematische 
Beschreibung der Moleküle zu,18 da sich bei jeder neuen Verzweigung die 
Anzahl an Endgruppen verdoppelt. Im Vergleich zu linearen Polymeren 
besitzen sie wesentliche Vorteile. Dazu zählen unter anderem eine niedrige 
Lösungsviskosität und eine sehr gute Löslichkeit aufgrund der zahlreichen 
Endgruppen.18  
Hochverzweigte Polymere wurden erstmals durch Flory et al.19 beschrieben. Sie 
weisen eine eher unregelmäßige Struktur mit einer statistischen Verteilung der 
funktionellen Gruppen und einer breiten Molmassenverteilung auf.18 Sie 
bestehen aus linearen (L), terminalen (T) und dendritischen (D) Einheiten. 
Durch Bildung des mathematischen Verhältnisses (Formel 1) aus den 
strukturellen Komponenten hochverzweigter Polymere kann der 
Verzweigungsgrad (DB) bestimmt werden. Dieser hat einen Wert von 100 % für 
Dendrimere und unter 100 % für hochverzweigte Polymere. Das statistische 
Mittel des Verzweigungsgrades hochverzweigter Polymere aus AB2 
Monomeren liegt bei 50 %.18 Trotz ihrer weniger kontrollierten Struktur besitzen 
hochverzweigte Polymere ähnliche Eigenschaften wie Dendrimere. Somit sind 
sie gekennzeichnet durch eine Vielzahl an Endgruppen, einer globulären 
Struktur und einer guten Löslichkeit.15,20 Die hohe Anzahl an funktionellen 
Gruppen ermöglicht weitere chemische Modifikationen und damit die 
Erschließung eines breiten Anwendungsbereich. 
DLT
DT
DB
++
+
=    Formel 1 
 
2.1.2 Synthese von dendritischen Polymeren 
Die Synthese von Dendrimeren kann prinzipiell nach 2 Methoden erfolgen: Der 
divergenten und der konvergenten Methode. Diese sind schematisch in 
Abbildung 2-2 dargestellt. Bei der divergenten Methode beginnt die Synthese 
von einem multifunktionalen Kernmolekül ausgehend, mit einer Funktionalität 
von N≥2. Dabei stellt jede reaktive Gruppe der Kerneinheit den Ausgangspunkt 
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eines Dendrons dar. Bei jeder Wachstumsstufe erhöht sich die Generation des 
Dendrimers um 1.15 Mit dieser Methode können Dendrimere höherer 
Generationen dargestellt werden. Bei höheren Generationen kann es jedoch 
infolge von unvollständigen Umsätzen zu Strukturdefekten am Dendrimer 
kommen.15,21 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-2: Divergente und konvergente Methode der Synthese von Dendrimeren 
(modifiziert nach15) 
 
Bei der konvergenten Methode werden zuerst die Dendrone synthetisiert und 
erst am Ende mit dem multifuntionalen Kernmolekül verbunden. Vorteilig hierbei 
ist, dass das Wachstum der Dendrone wegen der geringeren Anzahl an 
reaktiven Zentren besser kontrolliert werden kann. Die Anbindung der 
Dendrone an das Kernmolekül ist jedoch aufgrund von sterischen Hinderungen 
durch die Dendrone schwierig, so dass die konvergente Methode eher zur 
Synthese von bifunktionellen Dendrimeren verwendet wird.15 Im Allgemeinen ist 
die Synthese von Dendrimeren aufwendiger als die Synthese von 
hochverzweigten Polymeren, da nach jeder Stufe eine Aufreinigung und die 
Entschützung des Zwischenproduktes erfolgen muss.15,21 
3
g a g, a
a*
g, a
ag
2
g, a
a
g:  dendritisches Wachstum
a:  Aktivierung von periphären Gruppen
a*: Aktivierung des Kernmoleküls
Divergente Methode
Konvergente Methode
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Die Synthese hochverzweigter Polymere hat gegenüber der Synthese von 
Dendrimeren wesentliche Vorteile. So erfolgt die Synthese hochverzweigter 
Polymere als Einstufensynthese,15,22 weshalb auf aufwendige 
Aufreinigungsschritte und die Verwendung von Schutzgruppen verzichtet 
werden kann.15 Das Wachstum hochverzweigter Polymere wird dabei durch 
einen kinetischen Prozess kontrolliert, welcher auf lokalen Unterschieden der 
Reaktivitäten und Zugänglichkeit der funktionellen Gruppen basiert.21 
Hochverzweigte Polymere können unter anderem durch Polykondensation, freie 
radikalische Polymerisation oder Ring-Öffnungspolymerisation dargestellt 
werden.15,22 Eine klassische Methode zur Synthese von hochverzweigten 
Polymeren stellt dabei die Polykondensation15,16,18 dar, welche in dem 
Zusammenhang erstmals von Flory et al. beschrieben wurde.19 Das 
Reaktionsschema der Polykondensation eines trifunktionalen Monomers AB2 ist 
in Abbildung 2-3a dargestellt. Die Reaktion erfolgt über eine 
Stufenwachstumsreaktion des trifunktionalen Monomers AB2 und der gebildeten 
Oligomere.18 Dabei wird ein hochverzweigtes Polymer aufgebaut, welches aus 
dendritischen, linearen und terminalen Einheiten besteht und einen 
Verzweigungsgrad von 50 % besitzt.23 Die Reaktion zu dendritischen Einheiten 
erfolgt durch die Abreaktion von B und zu linearen Einheiten bei einmaliger 
Reaktion von B.18 Die Verwendung von multifunktionalen Monomeren 
ermöglicht eine bessere Kontrolle des Verzweigungsgrades. Somit werden für 
die Darstellung von hochverzweigten Polymeren ABx Monomere mit x=3-6 
verwendet,16,18 wodurch ein Verzweigungsgrad bis zu 80 % erreicht werden 
kann.24 Mittels Polykondensation können eine Vielzahl von hochverzweigten 
Polymeren synthetisiert werden, wie beispielsweise Polyester, Polyamide, 
Polycarbonate, Polyether oder Polyphenylene.16 
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Abb. 2-3 Synthese von hochverzweigten Polymeren durch (a) Polykondensation und 
(b) ROMBP (F-B: monofunktioneller Initiator, modifiziert nach23) 
 
Eine weitere Methode zur Darstellung hochverzweigter Polymere stellt die Ring-
Öffnungs-Verzweigungspolymerisation (ROMBP) dar.25 Bei dieser speziellen 
Form der Ring-Öffungspolymerisation ist jeder Wachstumsschritt mit einem 
Protonentransfer kombiniert. Das Reaktionsschema einer anionischen ROMBP 
ist in Abbildung 2-3b dargestellt.  
Die Reaktion wird initiiert durch eine katalytische Menge an Hydroxidionen, 
welche das Monomer H-AB2 deprotonieren. Im Anschluss erfolgt die 
Ringöffnung, wobei B im Oligomer deprotoniert vorliegt. Dies ist gefolgt von 
einem Protonentransfer von einem neuen H-AB2 Monomer auf das Oligomer. 
Damit der Protonentransfer stattfindet, muss das Vorliegen der deprotonierten 
Spezies AB2 thermodynamisch günstiger und somit die Deprotonierung von H-
AB2 der geschwindigkeitsbestimmende Schritt sein.
25 Durch die anionische 
ROMBP kann die Molmassenverteilung besser kontrolliert und somit die 
Polydispersität der Produkte verringert werden.23 Mit dieser Methode können 
hochverzweigte Polymere mit einer Polydispersität zwischen 1,1 und 1,4 und 
einem Verzweigungsgrad von 53 bis 59 % hergestellt werden.18,23 Mittels 
ROMBP können beispielsweise hochverzweigte Polyglycerole, Polycarbonate 
oder Poly(ethylenimine) (PEI) synthetisiert werden.22 
 
 
 
F B A
B
B
BAF
BA
BA
B
BA
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BA
B
B
B
B
B
B
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B
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2.2 Hochverzweigtes Poly(ethylenimin) 
2.2.1 Synthese und Eigenschaften von hochverzweigtem Poly(ethylen 
imin) 
Hochverzweigtes PEI wurde erstmals 1942 unter dem Namen Polymin 
kommerziell vertrieben.22 Hochverzweigtes PEI wird durch eine 
säurekatalysierte ROMBP von Aziridin dargestellt.26,27 Das Reaktionsschema ist 
in Abbildung 2-4 dargestellt. Nach der Protonierung des Aziridins erfolgt 
dessen Ringöffung durch den nukleophilen Angriff eines zweiten Monomers. 
Anschließend erfolgt ein Protonentransfer von dem Zwischenprodukt auf ein 
weiteres Aziridinmolekül. Die Reaktion zu dendritischen Gruppen basiert auf der 
Reaktion von sekundären Aminen des Oligomers mit Aziridin.28 Somit erfolgt 
der kontinuierliche Aufbau von hochverzweigtem PEI, bestehend aus linearen 
(sekundäre Amine), dendritischen (tertiäre Amine) und terminalen (primäre 
Amine) Einheiten. 
N H HX N
H
H
X-
N
H
H
N H N
H
NH2
N H N
H
H
N
H
NH2
Startreaktion
Stufenwachstumsreaktion
Verzweigungsreaktion
HN
N
N
H2N
H
N
H2N
N
H
N
NH
NH2
HN
N
NH2
N
NH2H2N
NH2
D L
T
 
Abb. 2-4: Synthese von hochverzweigtem PEI mittels säurekatalysierter ROMBP von 
Aziridin (modifiziert nach28) 
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Der Verzweigungsgrad des Produktes ist abhängig von der bei der Synthese 
eingesetzten Konzentration an HCl, welches als Katalysator eingesetzt wird. 
Somit steigt der DB mit steigender Konzentration an HCl. Jedoch hat eine hohe 
Katalysatorkonzentration Einfluss auf die Molmasse des hochverzweigten PEI, 
bedingt durch unerwünschte Nebenreaktionen. Um sowohl einen hohen 
Verzweigungsgrad als auch eine hohe Molmasse zu erreichen wird eine 
Katalysatorkonzentration von 1 mol% verwendet.29 Des Weiteren erfolgt die 
Synthese von hochverzweigtem PEI bei niedrigen Temperaturen im wässrigen 
oder alkoholischen Medium.26,28 Die Geschwindigkeit der Reaktion nimmt mit 
steigendem Umsatz, wegen des Verbrauchs an Aziridin, stetig ab.26 Mittels der 
Polymerisation von Aziridin kann hochverzweigtes PEI mit einer Molmasse (Mw) 
von 20000-50000 g/mol dargestellt werden. Um höhere Molmassen zu 
erreichen, können bifunktionelle Linker wie Dichlorethan oder 
Epichlorhydrinderivate verwendet werden.28 Hochverzweigtes PEI wird heute 
großtechnisch durch die Firma BASF unter dem Namen Lupasol® hergestellt 
und wird u.a. für die Herstellung industrieller Beschichtungen, Solaranlagen 
oder zur Veredlung von Textilien angewandt. Lupasol® ist in einer Vielzahl von 
Molmassen erhältlich (BASF.com).  
Hochverzweigtes PEI ist eine hochviskose, farblose Flüssigkeit. Im wässrigen 
Milieu ist das Polymer gekennzeichnet durch eine sehr hohe Ladungsdichte und 
eine Pufferkapazität über dem physiologischen Bereich (pH 8-9,5).28  
 
2.2.2 Anwendung und Eigenschaften von hochverzweigtem 
Poly(ethylenimin) 
Aufgrund der globulären Struktur, der hohen Anzahl an peripheren funktionellen 
Gruppen und der hohen Ladungsdichte findet hochverzweigtes PEI einen 
großen Anwendungsbereich in Industrie28 und Forschung.30-33 So wird es unter 
anderem aufgrund seiner Chelatbildungseigenschaften in der Wasser-
aufbereitung zum Binden von Metallen verwendet.28 Industrie und Forschung 
machen sich auch die hohe Ladungskapazität von hochverzweigtem PEI 
zunutze. In der Papierindustrie findet es somit Anwendung zur Flockulation von 
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negativ geladenen Fasern.28 In der Polymersynthese wird hochverweigtes PEI 
unter anderem als multifunktioneller Initiator für Polymerisationen eingesetzt.22 
In der Medizin und Biologie findet es aufgrund seiner supramolekularen 
Struktur, Oberflächeneigenschaften und der Möglichkeit der Oberflächen-
funktionalisierung einen großen Anwendungsbereich für den Transport von 
bioaktiven Molekülen.32 Diese können entweder im Inneren des Polymers 
eingeschlossen oder kovalent bzw. durch elektrostatische Wechselwirkungen 
an der Oberfläche des Polymers gebunden werden (Abb. 2-5). Der Einschluss 
von Wirkstoffen kann unter anderem über die Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen, Van-der-Waals-Wechselwirkungen oder durch 
elektrostatische Wechselwirkungen zweier unterschiedlich geladener Spezies 
erfolgen.32 Durch den Einschluss hydrophober Wirkstoffe in das Innere des 
Polymers kann deren Löslichkeit im wässrigen Milieu erhöht werden. Die 
kovalente Anbindung von rezeptorspezifischen Liganden kann zu einem 
gerichteten Transport des Polymers im biologischen System führen.32  
 
Abb. 2-5: Wechselwirkung bioaktiver Moleküle mit dendritischen Polymeren A) 
Einschluss in die innere Sphäre des Polymers, B) kovalente Anbindung/ 
elektrostatische Wechselwirkung an der Peripherie des Polymers3  
 
An die polykationische Oberfläche von hochverzweigtem PEI können durch 
elektrostatische Wechselwirkungen negativ geladene bioaktive Moleküle 
gebunden werden. Die Komplexierung von Oligonukleotiden an die Peripherie 
von hochverzweigtem PEI hat wesentliche Vorteile gegenüber der Verwendung 
A B
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von kationischen Lipiden. Zum einen sind PEI/Oligonukleotidkomplexe 
gekennzeichnet durch eine hohe Stabilität. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass die Transfektionseffizient von DNA oder RNA durch die 
Komplexierung an hochverzweigtes PEI erhöht werden kann.28 Deshalb wird 
hochverzweigtes PEI sowohl als molekularer Träger für Wirkstoffe33,34 als auch 
als nicht virales Trägermaterial für Oligonukleotide31 verwendet.  
 
2.3 Biokompatibilität von hochverzweigtem Poly(ethylenimin)  
Die Biokompatibilität von dendritischen Molekülen ist von mehreren Faktoren 
abhängig. So beeinflussen sowohl die Oberflächenladung5,35 als auch die 
Molmasse und der Verzweigungsgrad die zytotoxischen Eigenschaften von 
hochverzweigten Polymeren.36,37 Die Oberflächenladung hat dabei den größten 
Einfluss auf die Biokompatibilität.35 Als Polykation zeigt hochverzweigtes PEI 
eine konzentrationsabhängige Zytotoxizität.5 Der Grund für diese Toxizität ist 
die Wechselwirkung der positiv geladenen Makromoleküle mit den negativ 
geladenen Phospholipiden der Zellmembran (Abb. 2-6). Diese 
Wechselwirkungen können sowohl Defekte in der Phospholipiddoppelschicht 
als auch eine Verdünnung der Membran hervorrufen. Die dadurch 
hervorgerufene erhöhte Zellpermeabilität führt zu einem Absinken der 
Konzentration an intrazellulären Proteinen und es kommt zur Zelllyse.4 Durch 
Modifikation der Aminogruppen des hochverzweigten PEI mit negativ 
geladenen Gruppen, wie zum Beispiel Carboxylatgruppen,38 oder mit neutralen 
Gruppen, wie Poly(ethylenglykol) (PEG)39 oder Mono-/Oligosacchariden,30 kann 
die Zytotoxizität des hochverzweigtem PEI deutlich reduziert werden. 
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Abb. 2-6: Wechselwirkung von dendritischen Polymeren mit der Zellmembran 
(modifiziert nach4) 
Des Weiteren führt die Verringerung der Molmasse und des 
Verzweigungsgrades zu einer Erhöhung der Biokompatibilität von 
hochverzweigtem PEI.36 Durch eine Verringerung der Molmasse (Mn) von 9600 
g/mol auf 4700 g/mol erhöht sich der IC50 von 1 µM auf 7 µM.
37 Auch der 
Verzweigungsgrad hat einen Einfluss auf die Toxizität von PEI. Somit sinkt der 
IC50 von hochverzweigtem PEI verglichen mit linearem PEI der gleichen 
Molmasse um die Hälfte.40 
 
2.4 Dendritische Glycopolymere 
Für die Untersuchung biologischer Prozesse, wie Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkungen, wurden Glycopolymere entwickelt. Als Glycopolymer 
werden Polymere bezeichnet, welche in ihrer Struktur Kohlenhydrateinheiten 
enthalten. Dabei können die Kohlenhydrateinheiten in dendritischen 
Wechselwirkung 
mit Zellmembran
Kationische 
Makromoleküle
Defekte in 
Zellmembran
Zelllyse
Normale Zelle
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Glycopolymeren entweder die Kerneinheit bilden, an der Peripherie gebunden 
sein oder die Verzweigungen bilden.41 Die Synthese von dendritischen 
Glycopolymeren, die an ihrer Peripherie Mono- oder Oligosaccharide enthalten, 
kann sowohl im organischen als auch im wässrigen Milieu erfolgen. In 
Abbildung 2-7 sind Glukosederivate für die Synthese von Glycopolymeren im 
organischen (Abb. 2-7A) und wässrigen (Abb. 2-7B) Milieu dargestellt.  
O
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Abb. 2-7: Monosaccharidderivate für die Synthese von Glycopolymeren im A) 
organischen Medium und B) wässrigen Medium 
 
Die Synthese im organischen Milieu kann nach verschiedenen Reaktionen 
erfolgen, wie Amidierung, 1,3-dipolare Cycloaddition oder reduktive Aminierung. 
Nachteilig an der Synthese im organischen Milieu ist, dass die Hydroxylgruppen 
der Mono-/Oligosaccharide bei der Reaktion geschützt vorliegen müssen.42 
Dies führt dazu, dass die Synthesen im organischen Milieu sehr zeitaufwendig 
sind. Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass es bei dendritischen 
Polymeren höherer Molmassen zu einer unvollständigen Entschützung des 
Glycopolymers kommt.  
Die Modifizierung dendritischer Polymere mit Mono-/Oligosacchariden im 
wässrigen Milieau kann mittels 1,3-dipolarer Cycloaddition oder reduktiver 
Aminierung erfolgen. Die Cycloaddition erfordert wiederum die vorherige 
Modifizierung der Edukte. So müssen die Edukte mit einer Alkin- bzw. mit einer 
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Azidfunktionalität modifiziert werden. Eine einfache Methode zur Synthese von 
dendritischen Glycopolymeren, ausgehend von dendritischen Polyiminen, wie 
hochverzweigtem Poly(ethylenimin)30 und Poly(propylenimin)-Dendrimeren,9 im 
wässrigen Milieu stellt die reduktive Aminierung dar. Die reduktive Aminierung 
kann sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedingungen ablaufen.42 
Die reduktive Aminierung ist eine Eintopfsynthese. Dabei reagiert zuerst die 
Aldehydgruppe des Mono- oder Oligosaccharides mit der Aminogruppe des 
Polyimins zu einem Imin. Im Anschluss erfolgt die Reduktion der Imingruppe zu 
einem Amin. Mittels reduktiver Aminierung kann die Mono-/Oligosaccharidhülle 
des Polymers beliebig variiert werden. Die Verwendung eines Überschusses an 
Mono-/Oligosaccharid und dem Reduktionsmittel führt zu einer nahezu 
vollständigen Konvertierung der primären und/oder sekundären Aminogruppen. 
Durch diese als Struktur A bezeichnete Mono-/Oligosaccharidhülle kann die 
Ladungsdichte des Polymers deutlich reduziert werden,30 wobei 
Poly(propylenimin)-Glycodendrimere der Struktur A durch eine nahezu neutrale 
Oberfläche charakterisiert sind. Hochverzweigte PEI-Glycopolymere Struktur A 
besitzen einen deutlich niedrigeren isoelektrischen Punkt (pH 8,8) im Vergleich 
zum unmodifizierten hochverzweigtem PEI (pH 9,9).30 Bei der Verwendung von 
stöchiometrischen Verhältnissen an Mono-/Oligosaccharid und dem 
Reduktionsmittel kann die Ladungsdichte am Glycopolymer entsprechend 
variiert werden. Dendritische Glycopolymere haben aufgrund ihrer hohen 
Biokompatibilität und Multivalenz einen großen Anwendungsbereich in der 
biomedizinischen und pharmazeutischen Forschung.42  
 
2.5 Multivalenz und Glycoside Cluster Effekt 
Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen sind für biologische Erkennungs-
prozesse von großer Bedeutung. Die Erkennung von definierten strukturellen 
Komponenten der Oligosaccharide an der Oberfläche von Pathogenen stellt die 
erste Stufe in der Abwehr von viralen und bakteriellen Infektionen oder 
Tumoren dar.43 Diese Erkennungssequenzen basieren auf Unterschieden am 
anomeren Zentrum, den Verknüpfungspositionen der Monosaccharide, der 
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Ringgröße oder spezifischen Substituenten der Oligosaccharide.44 Die 
Oligosaccharide ragen über integrale Peptide oder Lipide aus der Zellmembran 
heraus, wo diese durch Transmembranrezeptoren (Lektine) erkannt werden 
können. Die Bindungskonstante und die Affinität einer einzelnen Glycoprotein-
Rezeptor-Wechselwirkung sind jedoch sehr gering. Durch das Vorhandensein 
mehrerer Liganden oder Rezeptoren kann die Bindungskonstante einer 
monovalenten Rezeptor-Ligandbindung erhöht werden. Dieser Effekt wird als 
glycoside cluster Effekt bezeichnet. Die Erhöhung der Affinität der Rezeptor-
Ligandbindung kann dabei durch verschiedene Mechanismen erfolgen. Diese 
sind schematisch in Abbildung 2-8 dargestellt. So kann die Bindungskonstante 
einer individuellen Rezeptor-Ligandbindung durch das Vorhandensein mehrerer 
multifunktionaler Liganden und einem monovalenten Rezeptor (Abb. 2-8a) oder 
durch einen Chelat-Effekt, basierend auf einem multivalenten Liganden und 
mehrerer monovalenter Rezeptoren (Abb. 2-8b) erhöht werden. Des Weiteren 
kann die Rezeptor-Ligandbindung durch die Interaktion multivalenter Liganden 
mit multivalenten Rezeptoren (Abb. 2-8 c/d) verstärkt werden.41  
 
Abb. 2-8: Schematische Darstellungen des Glycoside Cluster Effekts. (a) Multivalenter 
Ligand und monovalenter Rezeptor, (b) multivalenter Ligand und mehrere monovalente 
Rezeptoren, (c) und (d) multivalenter Ligand und multivalente Rezeptoren41  
 
Dendritische Polymere stellen aufgrund ihrer Vielzahl an 
Oberflächenfunktionalitäten solche Liganden dar. Durch Modifikation der 
Polymeroberfläche mit spezifischen Liganden kann die Interaktion mit einem 
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definierten Rezeptor erhöht werden. Dies ermöglicht die Anwendung 
dendritischer Glycopolymere als molekulare Träger für multivalente Liganden in 
der biomedizinischen Forschung. 
 
2.6 Dendritische Polymere in der biomedizinischen Forschung 
Die Etablierung neuer polymerer Trägersysteme für bioaktive Stoffe ist von 
erheblicher Bedeutung. Diese Trägersysteme sollten verschiedene 
Anforderungen erfüllen, wie eine Größe im Nanometerbereich, eine globuläre 
Struktur und eine hohe Biokompatibilität. Die entstandenen Biokonjugate sollten 
stabil sein, bis diese von der Zelle aufgenommen wurden, um in der Zelle das 
bioaktive Molekül wieder abzugeben.45 Unter den Trägersystemen haben 
dendritische Polymere aufgrund ihrer Struktur eine besondere Bedeutung. 
Bioaktive Stoffe können an der multifunktionalen Oberfläche elektrostatisch 
gebunden oder in das Innere eingeschlossen werden. Die zahlreichen 
Oberflächengruppen bieten zusätzlich die Möglichkeit zur chemischen 
Modifikation mit rezeptorspezifischen Liganden und/oder die chemische 
Anbindung von Wirkstoffen.45 
 
2.6.1 Einschluss von bioaktiven Molekülen 
Ein wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von Trägermaterialien für bioaktive 
Moleküle ist, dass die Wirkstoffe nicht abgebaut oder freigesetzt werden, bevor 
sie die Zielzelle erreichen.46 Die molekulare Struktur von Dendrimeren ist durch 
Hohlräume (Kavitäten) in der inneren Sphäre des Moleküls gekennzeichnet. In 
diese Kavitäten können bioaktive Stoffe über elektrostatische oder hydrophobe 
Wechselwirkungen eingeschlossen werden.3 Durch den Einschluss 
hydrophober Wirkstoffe kann deren Löslichkeit im biologischen System erhöht 
werden. So konnte gezeigt werden, dass der Einschluss von Ibuprofen in 
Poly(amidoamin)-Dendrimere (PAMAM) verschiedener Generationen zu einer 
erhöhten Zellaufnahme im Vergleich zu freiem Ibuprofen führte. Die 
entzündungshemmenden Eigenschaften des Ibuprofens blieben nach der 
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Endozytose der Ibuprofen-PAMAM-Dendrimere erhalten.47 PAMAM- und PPI-
Dendrimere besitzen aufgrund ihrer terminalen Aminogruppen bei höheren 
Konzentrationen zytotoxische Eigenschaften. Die Modifikation der 
aminoterminalen Funktionalitäten von PPI- und PAMAM-Dendrimeren mit 
neutralen Gruppen ermöglichte dabei sowohl eine Erhöhung der 
Biokompatibilität als auch eine Erhöhung der Einschlusseffizienz.48 Chandra et 
al. verwendeten Oligoethylenglykol-modifizierte PAMAM-Dendrimere für den 
Einschluss von Doxorubicin. Die Polymer-Doxorubicin-Konjugate zeigten eine 
erhöhte Aufnahme in Tumorzellen.49 Dieser erhöhten Aufnahme in Tumorzellen 
liegt der enhanced permeability and retention Effekt (EPR Effekt) zugrunde. So 
sind Unterschiede in den biochemischen und physiologischen Eigenschaften 
von gesundem und kranken Gewebe verantwortlich für die erhöhte Aufnahme 
von Makromolekülen einer Molmasse über 20 kDa in Tumorzellen (Abb. 2-9).2 
Die Quantität des Einschlusses an Wirkstoffen steigt mit zunehmender 
Generation der Dendrimere, jedoch steigt dabei auch die Toxizität des 
polymeren Trägers. Aus diesem Grund verwendeten Bai et al. PAMAM-
Dendrimere niedrigerer Generationen für den Einschluss von Heparin. Um die 
Menge an Heparin im Inneren des Polymers zu erhöhen, wurde die Oberfläche 
der PAMAM-Dendrimere mit PEG-Ketten modifiziert. Durch diese Modifikation 
konnte zudem eine erhöhte Zirkulationszeit von Heparin im Blut nachgewiesen 
werden.50 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-9: Schematische Darstellung des EPR-Effektes (modifiziert nach2) 
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Beezer et al. untersuchten den Einschluss von Benzoesäure in PAMAM-
Dendrimere, deren aminoterminale Gruppen Esterfunktionalitäten trugen.51 Der 
Einschluss hydrophober Wirkstoffe kann jedoch durch die Modifikation der 
Polymeroberfläche mit neutralen hydrophilen Gruppen verringert sein. Deshalb 
modifizierten Hu et al. die Kavitäten von PAMAM-Dendrimeren mit 1,3-
Propansulton und erhielten somit eine zwitterionische Struktur in den Kavitäten 
der Dendrimere. Die terminalen Aminogruppen wurden, zur Verringerung der 
Toxizität, mit Acetylgruppen modifiziert. Diese Derivatisierung führte zu einer 
kontrollierten Abgabe des eingeschlossenen Antitumorwirkstoffes 
Natriummethotrexat.48 Bioaktive Moleküle können auch über elektrostatische 
Wechselwirkungen zwischen den tertiären Aminogruppen im Inneren des 
Dendrimers und einem entsprechenden anionischen Gegenion eingeschlossen 
werden. So können u. a. hydrophile Vitamine in die innere Struktur von PPI- 
oder PAMAM-Dendrimeren eingeschlossen werden.46 Die Einschlusseffizienz 
und die Stabilität der Biokonjugate kann dabei wiederum durch die Modifikation 
der Polymeroberfläche mit neutralen Gruppen erhöht werden. Deshalb 
synthetisierten Fang et al. Acetyl-modifizierte PAMAM-Dendrimere für den 
Einschluss von Kongo-Red und Indocyane.52  
Appelhans et al. untersuchten den Einschluss von ATP in verschiedene PEI-
Glycopolymer-Architekturen.53 Dabei war die Einschlusseffizienz von dem 
hydrodynamischen Radius des PEI-Moleküls, der Dichte der 
Oligosaccharidhülle und der Größe des Oligosaccharids abhängig. Die 
Verwendung von hochverzweigtem PEI mit einer Molmasse von 25 kDa 
ermöglichte die Komplexierung von 40-100 ATP-Molekülen, wobei die Anzahl 
an eingeschlossenen ATP-Molekülen mit steigendem Substitutionsgrad an 
Maltotriose abnahm. Die geringere Einschlusseffizienz in Abhängigkeit von der 
Dichte der Oligosaccharidhülle basierte zum einen auf der Reduktion der 
positiven Ladung des PEI-Moleküls und zum anderen auf sterischen 
Hinderungen durch die Oligosaccharidhülle bei steigendem Maltotriose-
substitutionsgrad.53 Durch den Einschluss dieser PEI-Glycopolymere in 
Hydrogele konnte einem vorzeitigen Abbau des Glycopolymer-ATP-Komplexes 
entgegengewirkt werden. Deshalb synthetisierten Polikarpov et al. Hydrogele, 
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basierend auf Poly-N-(isopropylacrylamid), in welche PEI-Maltose Struktur B 
(PEI-Mal B) über Borsäure kovalent gebunden war.54 Es wurde eine pH-
abhängige Freisetzung von ATP gezeigt, wobei das PEI-Mal Molekül erst ab 
einem pH Wert von 2 durch Hydrolyse freigesetzt wurde.54  
 
2.6.2 Kovalente Anbindung von rezeptorspezifischen Liganden an die 
Polymeroberfläche 
Für die Entwicklung von Trägermolekülen ist es essentiell, dass diese im 
biologischen System zum Gewebe transportiert werden, in welchem der 
Wirkstoff freigesetzt werden soll. Durch die Modifikation der Polymeroberfläche 
mit rezeptorspezifischen Liganden ist es möglich, dass das mit Wirkstoff 
beladene Polymer nur von den Zellen über Rezeptor-vermittelte Endozytose 
aufgenommen wird, die den Rezeptor auf ihrer Oberfläche exprimieren. Die 
Vielzahl von Oberflächenfunktionalitäten dendritischer Polymere bietet die 
Möglichkeit zur Modifikation mit rezeptorspezifischen Liganden. Sideratou et al. 
modifizierten PPI-G5-Dendrimere mit Folsäure, welche über eine PEG-Kette an 
das Dendrimer gebunden war (FA-PEG-PPI-G5).55 Dies erhöhte zum einen die 
Biokompatibilität und reduzierte zum anderen sterische Hinderungen durch die 
Polymeroberfläche.55 Die Oberflächenmodifikation dendritischer Polymere mit 
PEG kann des Weiteren zu einer Erhöhung der Einschlusseffizienz von 
Wirkstoffen führen. Somit zeigten Tziveleka et al., dass der Wirkstoffeinschluss 
in hochverzweigten Polyetherpolyolen, welche an ihren terminalen Gruppen 
PEG Einheiten trugen im Vergleich zu unmodifizierten Polymeren erhöht ist. 
Des Weiteren führte die Modifikation mit PEG-Ketten zu einer kontrollierten 
Freisetzung des Wirkstoffes.56 Yang et al. synthetisierten Biotin-C6-PAMAM-
Dendrimere und untersuchten deren Aufnahme in Tumorzellen.57 Eine weitere 
Möglichkeit zur Erhöhung der Aufnahme des polymeren Trägers in die Zellen ist 
die Modifikation der Polymeroberfläche mit Zyklodextrinen (ZDs). Die zyklischen 
Oligosaccharide binden an Cholesterol, Cholsäure oder andere Lipide an der 
Zellmembran, was zu einer Aufnahme des Polymers in die Zelle führt. Des 
Weiteren können hydrophobe Wirkstoffe in den ZDs komplexiert werden.58 
Theoretische Grundlagen 
 
 
20
Wang et al. zeigten, dass der Einschluss von hydrophoben Wirkstoffen durch 
ZD-PAMAM-Dendrimere im Vergleich zu ZD oder PAMAM erhöht ist.58   
 
2.6.3 Dendritische Polymere als nicht-viraler Vektor 
Einen großen Bereich in der Etablierung neuer Trägersysteme stellt der Einsatz 
als nicht-viraler Vektor für den Transport von Oligonukleotiden dar. Grund dafür 
ist die hohe Immunogenität viraler Vektoren und die Möglichkeit der Integration 
des viralen Genoms in die Wirtszelle. Deshalb wurden alternative nicht-virale 
Trägersysteme entwickelt, wie Peptide, kationische Lipide, Liposome und 
dendritische Polymere.9 In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass die 
Transfektionseffizienz von Oligonukleotiden durch die Verwendung von positiv 
geladenen dendritischen Polymeren als molekularer Träger erhöht ist.8,30,36,37 
Die Transfektionseffizienz ist dabei von mehreren Faktoren abhängig, wobei die 
Molmasse, die Partikelgröße, die kationische Ladungsdichte, die molekulare 
Struktur und das Verhältnis Trägermaterial zu Oligonukleotid von enormer 
Bedeutung sind.8 Beyerle et al. beschrieben die Abhängigkeit der 
Transfektionseffizienz von siRNA von der Molmasse und der 
Oberflächeneigenschaften von hochverzweigtem PEI.8 Zur Oberflächen-
modifikation dienten hydrophobe Fettsäureketten und hydrophile PEG-Ketten. 
Dabei dienten die PEG-Ketten zur Erhöhung der Biokompatibilität und die 
Fettsäureketten zur Generierung einer weniger ionischen Peripherie. Dies sollte 
die Transfektionseffizienz durch eine Verstärkung der Wechselwirkung mit der 
Membran erhöhen.8 Höbel et al. verwendeten PEI5k-Glycopolymere für die 
Transfektion von siRNA. Die Modifikation der Polymeroberfläche mit Maltose 
und Maltotriose basierte darauf, dass diese von Zelloberflächenrezeptoren nicht 
erkannt werden. Die hier durchgeführte Modifikation der kationischen 
Polymeroberfläche mit neutralen Gruppen führte zu einer Erhöhung der 
Biokompatibilität des polymeren Trägermaterials. Somit wurden biokompatible 
PEI/siRNA Komplexe hergestellt, die ohne spezifisches Erkennungsmuster in 
die Zelle internalisiert wurden.30 Die Arbeit von Malek et al. basierte auf der 
Annahme, dass eine kleine Anzahl langer PEG-Ketten an der Peripherie des 
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Polymers die Oligonukleotide vor einem enzymatischen Abbau schützt. Somit 
variierten sie die PEI Peripherie mit PEG-Ketten, welche sich in der Länge und 
Anzahl unterschieden.31  
Eine Alternative zur Transfektion von Oligonukleotiden stellt die Beladung der 
Zielzellen mit Antigen-Peptiden dar. Für diese Fragestellung wurden häufig 
Poly(D, L-Lactide-co-Glycolid) (PLGA) Nanopartikel verwendet, in deren innere 
Struktur das Antigen eingeschlossen ist. Durch die PLGA Nanopartikel konnte 
eine Erhöhung der Antigenaufnahme gezeigt werden.59,60 Jedoch war das 
Antigen nicht vor enzymatischem Abbau geschützt. Aus diesem Grund 
modifizierten Cruz et al. die PLGA-Ketten mit PEG. Eine zusätzliche Anbindung 
eines Antikörpers gegen das Zelloberflächenmolekül DC-SIGN sollte zu einem 
kontrollierten Transport in DCs führen. Es wurde gezeigt, dass die modifizierten 
PLGA-Nanopartikel spezifisch über DC-SIGN in die DCs aufgenommen 
wurden.59 Die Bindung von Antigen-Peptiden an die multivalente Oberfläche 
von dendritischen Polymeren stellt eine weitere Möglichkeit für den Transport 
der Antigen-Peptide dar. Pion et al. untersuchten die Aufnahme von 
verschiedenen Peptidsequenzen, welche an Carbosilan-Dendrimere 
elektrostatisch gebunden waren. Internalisierungsexperimente in DCs zeigten 
eine erhöhte Aufnahme der Peptide in DCs, wenn diese an der Peripherie des 
Polymers komplexiert werden.6 Garcia-Vallejo et al. nutzten den glycoside 
cluster Effekt für die Internalisierung von Antigen-Peptiden in DCs. An einem 
PAMAM-Dendimer war das Peptid über einen Maleimid-Linker gebunden. Am 
N-Terminus des Peptides war der Ligand des DC-SIGN Rezeptors gebunden. 
Sie zeigten eine rezeptorspezifische Aufnahme der Dendriplexe über DC-
SIGN.61 Dendritische Peptide wurden durch Monso et al. synthetisiert. Die 
einzelnen Peptidstränge, welche als Antigen dienten, wurden über einen Linker 
zu einem Dendron verbunden.62 In der Arbeit von Skwarczynsky et al. wurde 
ein Polyacrylat Kern über eine Click Reaktion mit einem Antigen-Peptid 
modifiziert. Die Dendrimere bildeten im wässrigen Milieu Aggregate. In beiden 
Studien konnte gezeigt werden, dass eine Immunisierung mit den dendritischen 
Peptiden zu einer Erhöhung des Peptid-spezifischen Antikörpertiters führt.63  
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Eine weitere Möglichkeit für den Transport von Antigenen besteht in der 
Nutzung der Chelatbildungseigenschaften des sechszähnigen Liganden Nickel. 
Ni2+ bildet mit den Säuregruppen von Nitrilotriessigsäure (NTA) und den 
Aminogruppen von His-tagged Peptiden (His6-Peptide) einen sehr stabilen 
Chelatkomplex mit einer Dissoziationskonstante von 10-13 bei pH 8.14 Die 
Chelatbildungseigenschaften von Ni(II)-NTA mit His6-Peptiden werden unter 
anderem in der Metall-Affinitätschromatographie zur Isolation von 
rekombinanten Proteinen,64 zur Immobilisierung von Proteinen an 
Oberflächen65 oder für die intrazelluläre Visualisierung von polymeren Trägern66 
angewendet. Die Nutzung der Ni(II)-NTA-Wechselwirkung für die Anbindung 
von Antigen-Peptiden hat Vorteile gegenüber anderen polymeren Trägerstoffen. 
So bietet die Stabilität des Chelatkomplexes bis etwa pH 4,564 die Möglichkeit 
zur kontrollierten Freisetzung des Peptids im späten endosomalen 
Kompartiment.67 Durch die kovalente Anbindung des NTA-Liganden an die 
aminoterminalen Gruppen von hochverzweigten PEI und die nachfolgende 
Modifikation der primären und sekundären Aminogruppen mit Maltose kann 
sowohl ein hoch biokompatibles Trägersystem hergestellt als auch eine 
kontrollierte Freisetzung des Peptids in der Zelle erreicht werden.  
 
2.7 Immunbiologische Grundlagen 
2.7.1 Das Immunsystem 
Der Organismus ist durch verschiedene Effektorzellen und Moleküle, welche 
zusammen das Immunsystem bilden, vor Infektionen geschützt. Dabei 
bestehen die Hauptaufgaben des Immunsystems in der Erkennung, 
Eindämmung und Abwehr von Infektionen und der Aufrechterhaltung der 
Zellhomöostase, wie der Eliminierung abgestorbender Zellen und der 
Tumorabwehr.12 Man unterscheidet zwischen angeborener und erworbener 
(adaptiver) Immunabwehr. Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems 
gehören Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, DCs und natürliche Killer 
Zellen. Bei einer Infektion werden definierte Strukturen, wie Lipopolysaccharid, 
mannosereiche Oligosaccharide, Proteoglykane oder nichtmethylierte CpG-
Theoretische Grundlagen 
 
 
23
DNA der Pathogene durch Mustererkennungsrezeptoren (Pattern-recognition 
receptors, PRR) der Immunzellen, wie Makrophagen oder DCs, erkannt.11,12 
Nach Endozytose des Pathogens durch Makrophagen erfolgt die Zerstörung 
des Pathogens durch die Produktion von Sauerstoffradikalen und abbauender 
Enzyme.12 Die Aufnahme von Infektionserregern durch DCs ist gefolgt durch die 
Signalübertragung an Zellen des adaptiven Immunsystems.11,68 Das adaptive 
Immunsystem besteht aus T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und 
antigenspezifischen Antikörpern.12 Die Hauptaufgabe des adaptiven 
Immunsystems besteht in der Entwicklung eines immunologischen 
Gedächtnisses.11 Ein entscheidendes Bindeglied zwischen angeborener und 
adaptiver Immunabwehr stellen dabei DCs dar, da diese die Fähigkeit besitzen, 
Pathogene zu erkennen, aufzunehmen und als reife DCs T-Lymphozyten zu 
präsentieren.12 
 
2.7.2 Dendritische Zellen 
DCs sind professionelle Antigen-präsentierende Zellen (APCs), deren Aufgabe 
in der Antigenaufnahme, -prozessierung und -präsentation besteht. Dies ist 
schematisch in Abbildung 2-10 dargestellt. DCs differenzieren sich aus 
myeloiden oder lymphatischen CD34+ Stammzellen.69 Die immaturen DCs 
(iDCs) wandern aus dem Knochenmark durch das Blut in jegliche Gewebe des 
Organismus.69,70 Die iDCs sind charakterisiert durch eine hohe phagozyotische 
Aktivität11,70 und eine niedrige Expression an kostimulatorischen Molekülen, wie 
CD80 und CD86.70 Die Aufnahme von Pathogenen kann über 
rezeptorvermittelte Endozytose oder Makropinozytose erfolgen.71 Immature 
DCs exprimieren an ihrer Oberfläche eine Vielzahl von Endozytoserezeptoren, 
wie Mannose-6-Phosphatrezeptor oder DEC205, über welche durch 
rezeptorvermittelte Endozytose spezifische Strukturen von Bakterien oder Viren 
erkannt und diese internalisiert werden können.11 Pathogene, bei welchen kein 
Erkennungsmuster erkannt wird, können durch Makropinozytose internalisiert 
werden.12 In den gebildeten Endosomen kommt es zu einem Abfall des pH-
Wertes und der Fragmentierung des internalisierten Proteins durch saure 
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Proteasen. Die Endosomen fusionieren anschließend im Zellinneren mit MHC 
Klasse II-Molekül enthaltenen Lysosomen.12 
Die Biosynthese von MHC Klasse II-Molekülen findet im endoplasmatischen 
Retikulum (ER) statt. Um zu verhindern, dass Peptide im ER in der 
Bindungstasche des MHC Klasse II-Moleküls binden, ist das MHC Klasse II-
Molekül mit einer invarianten Kette (Ii) assoziiert, wobei ein Teil der 
Polypeptidkette (MHC Klasse II-assoziierte invariante Kette, CLIP) in die 
Bindungstasche des MHC Klasse II-Moleküls hineinragt. Die invariante Kette 
steuert auch die Translokation des MHC Klasse-II Moleküls in das Lysosom.12,72 
Nach erfolgter Fusionierung mit dem mit Peptid beladenen Endosom erfolgt die 
stufenweise Abspaltung von Ii durch saure Proteasen (Cathepsin S) und die 
Bindung des Peptids in der Bindungstasche des MHC Klasse II-Moleküls.72  
 
Abb. 2-10: Antigenprozessierung und- präsentation von DCs (1: Endozytose des 
Antigens, 2: Fusionierung des MHC Klasse II-Molekül enthaltenen Lysosoms mit dem 
Endosom, Bindung der Antigenfragmente in MHC Klasse II-Molekül, 3: Maturierung der 
iDCs, Antigenpräsentation an CD4+ T-Zellen) 
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Nach der Erkennung von Pathogenen über PRRs und deren Internalisierung 
verändert sich der Phänotyp der iDCs. Die Reifung der iDCs ist gekennzeichnet 
durch einen Verlust der phagozyotischen Aktivität und einer Erhöhung der 
Expression an kostimulatorischen Molekülen, wie CD80 und CD86 und der 
Expression von CD40.73 Des Weiteren erfolgt die Expression des 
Chemokinrezeptors CCR7 auf der Oberfläche der DCs. Durch Signale der 
CCR7 Liganden CCL19 und CCL21 migrieren die DCs durch die Lymphgefäße 
in die peripheren lymphatischen Organe.70,74 Während der Wanderung der 
maturierenden DCs in die lymphatischen Organe erfolgt die verstärkte 
Translokation des MHC Klasse-II-Antigen Komplexes an die Zellmembran.73 Im 
Lymphknoten erfolgt die Erkennung des MHC Klasse II-Molekül-Antigen 
Komplexes durch den T-Zellrezeptor (TCR) auf der Oberfläche von CD4+ T-
Lymphozyten. Der Kontakt zwischen DCs und CD4+ T-Lymphozyten erfolgt 
sowohl durch den Kontakt zwischen MHC Klasse II-Molekül-Antigen-Komplex 
und TCR als auch durch die Interaktion von Adhäsionsmolekülen, welche auf 
der Oberfläche von DCs (CD54, CD58) und T-Lymphozyten (CD11a/CD18, 
CD2) exprimiert werden. Des Weiteren erfolgt eine Bindung der 
kostimulatorschen Moleküle CD80/CD86 an das CD28 Molekül auf der 
Oberfläche von T-Lymphozyten.11 Im Anschluss erfolgt die Differenzierung der 
CD4+ T-Lymphozyten zu T-Helferzellen 1 (Th1), T-Helferzellen 2 (Th2) oder 
regulatorischen T-Zellen (Treg). In welche T-Zellsubpopulation ein naiver CD4+ 
T-Lymphozyt differenziert ist von den durch die DCs szenerierten Zytokine und 
Oberflächenmoleküle abhängig.  
 
2.4.3 Der Humane Immunschwäche Virus (HIV) 
Laut Weltgesundheitsorganisation lebten 2011 34 Millionen Menschen mit dem 
HI-Virus, darunter 2,5 Millionen Neuinfizierte pro Jahr. Das größte 
Ausbreitungsgebiet des Virus ist Afrika. Eine Infektion mit dem Virus führt zu 
einer Abnahme der Anzahl an CD4+ T-Zellen und somit zu einer Suppression 
des adaptiven Immunsystems. Dadurch erkranken die infizierten Personen an 
Infektionen mit Mikroorganismen, welche bei einem gesunden Menschen nicht-
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pathogen sind. Der HI-Virus ist ein Retrovirus, welcher vor allem CD4+ Zellen 
infiziert. Die Infektion der Zelle erfolgt dabei durch zwei nicht-kovalent 
verbundene Proteine auf der Virusoberfläche (gp120 und gp41). CD4 dient 
dabei als Rezeptor für gp120. Nach Bindung des gp120 an den CD4 Rezeptor, 
erfolgt eine Konformationsänderung des gp41 und somit die Fusion der 
Virushülle mit der Zelle.75 Dadurch gelangen das virale Genom und 
Virusproteine in die Zelle.12 Eine HIV-Infektion verläuft in 3 Phasen: Einer 
akuten, asymptomatischen und symptomatischen Phase. Während der akuten 
Phase befinden sich viele Viren im Blut (Virämie). Es kommt zur Aktivierung von 
CD8+ T-Zellen, welche infizierte Zellen abtöten und eine Produktion von 
Antikörpern induzieren. Aufgrund dessen nimmt der Virustiter vorerst ab. Die 
akute Phase ist durch eine Abnahme der Anzahl an CD4+ T-Zellen 
gekennzeichnet. Die asymptomatische Phase kann 6 Monate bis 20 Jahre 
dauern. Während dieser Zeit vermehrt sich der Virus und die Anzahl der CD4+ 
T-Zellen nimmt weiter ab. Sinkt die Zahl an CD4+ T-Zellen unter einen kritischen 
Wert beginnt die symptomatische Phase. In dieser Phase sind die Infizierten 
besonders anfällig gegenüber verschiedensten Erregern. Diese 
opportunistischen Infektionen sowie die Entstehung von Tumoren führen ohne 
Therapie zu einem frühzeitigen Sterben der Infizierten.12 Durch die Einführung 
der hoch aktiven antiviralen Therapie (HAART) konnte die Sterblichkeit der mit 
dem HI-Virus infizierten Personen deutlich verringert werden. Die HAART 
verhindert zwar die Replikation des Virus führt aber nicht zu dessen 
Eliminierung und muss daher ein Leben lang angewandt werden. Sie hat 
zahlreiche Nebenwirkungen12,76 und durch die enormen Kosten der HAART ist 
diese Behandlungsmethode für viele HIV-infizierte Personen nicht 
zugänglich.12,77 
 
2.7.4 Immuntherapie 
Die herkömmlichen Behandlungsstrategien gegen den HI-Virus führen zwar zu 
einer Verminderung der Replikation des Virus, jedoch nicht zur Vernichtung des 
Virus im Organismus.13,76,78 Deshalb ist es notwendig, die Ausbreitung des Virus 
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einzudämmen. Eine Möglichkeit besteht in der Entwicklung eines Impfstoffes 
gegen den HI-Virus. Impfstoffe können entweder prophylaktisch (vorbeugend) 
oder therapeutisch eingesetzt werden. Im Allgemeinen gibt es für die 
Entwicklung von Impfstoffen mehrere Möglichkeiten. Diese sind in Abbildung 
2-11 dargestellt. Zum einen können rekombinante HIV-Peptide oder DNA, 
welche diese Peptide kodiert, verwendet werden. Rekombinante HIV-Peptide 
sind jedoch nur schwach immunogen und manche HIV Peptide induzieren 
Nebenwirkungen.78 Ein weiterer Therapieansatz besteht darin, das enorme 
Potential von DCs T-Zellen zu stimulieren zu verwenden.77-79 Die Methode der 
DC-basierten Vakzinierung wurde zuerst in der Krebsforschung eingesetzt.79 
Das Ziel einer Immuntherapie ist es eine antigenspezifische T-Zellantwort zu 
induzieren.69 Dabei ermöglicht die ex-vivo Kultur von DCs die Präparation von 
vollkommen funktionsfähigen DCs.80 Es konnte gezeigt werden, dass ex-vivo 
generierte DCs, welche mit einem Antigen beladen werden, eine Immunantwort 
induzieren können.10  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-11: Möglichkeiten der Immunisierung. 1. Impfstoffe basierend auf Peptiden, 
viralen Vektoren, DNA, transduzierten Tumorzellen, 2. DC basierender Impfstoff, 3. 
Antikörper basierender Impfstoff und 4. Therapeutischer Impfstoff (modifiziert nach10) 
 
1. Impfstoff basierend auf
Peptiden
Viralen Vektoren
DNA Impfstoff
Transduzierten Tumorzellen
2. DC basierender Impfstoff
DCs ex-vivo mit Antigen 
beladen
3. Antikörper basierender 
Impfstoff
Antikörper gegen DCs mit 
Pathogen und/oder Antigen
4. Therapeutischer 
Impfstoff
Optimierter DC 
basierender Impfstoff
MHC Klasse I
MHC Klasse II
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Für die Generierung von antigenbeladenen DCs werden meist Monozyten als 
DC-Precursor verwendet,69,80 welche dann in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 
zu DCs differenzieren. Die Wahl des Antigens ist aufgrund des hohen Grades 
an genetischer Variabilität des HI-Virus von entscheidender Bedeutung. Somit 
wäre eine Antigensequenz am effektivsten, welche in jedem HIV-Subtyp 
vorkommt und nur eine geringe Mutationsrate aufweißt.81 In diesem 
Zusammenhang wurden DCs mit inaktiviertem Virus, rekombinanten HIV-
Proteinen, antigenen Peptiden oder mRNA beladen.79,81 Die Verwendung von 
inaktiven Viren ist jedoch kritisch, da diese sehr immunogen sind und die 
Gefahr besteht mit dem HI-Virus oder einem anderen Virus zu mutieren.78 
Alternativ könnten DCs mit rekombinanten Proteinen, wie gp160, Gag oder Pol, 
des HI-Virus beladen werden. In einer klinischen Studie wurden DCs von HIV-
Infizierten mit rekombinantem gp160, Gag oder Pol Epitopen beladen. Nach 
Reinfusion der beladenen DCs zeigten 3 der 6 HIV-Infizierten eine erhöhte HIV-
antigenspezifische Immunantwort.82 Eine weitere Möglichkeit besteht in der 
Verwendung von RNA oder DNA, welche ein oder mehrere Antigene kodieren. 
So wurden bereits DCs mit DNA, welche gp120 oder P17/ P45 kodieren, durch 
die Verwendung rekombinanter Vektoren beladen. Rekombinate Vektoren 
haben jedoch den Nachteil, dass eine Wiederholung der Impfung durch die 
Bildung von Vektor-spezifischen Antikörpern schwierig ist.78 Ein weiteres 
Problem stellt die Beladung der DCs mit antigenen Peptiden bzw. 
Oligonukleotiden dar. So wurden verschiedenste Methoden entwickelt, welche 
die Aufnahme des Antigens in die DCs erhöhen.76 Zum einen kann durch die 
Kopplung der Antigen-Peptide an einen Liganden, welcher an 
Oberflächenrezeptoren der DCs bindet, eine Erhöhung der Aufnahme in DCs 
erfolgen. Die Bindung an Rezeptoren, wie TLRs, Fc-Rezeptoren, DC-SIGN oder 
Mannose-6-Phosphatrezeptor könnte eine Maturierung der DCs zur Folge 
haben.78 Eine andere Möglichkeit besteht darin, polymere Träger für den 
Transport der Antigene6,61,62 oder Oligonukleotide8,30,31 in DCs zu verwenden. 
Es konnte gezeigt werden, dass die Komplexierung von HIV-Peptidsequenzen 
von Nef, Gag-P24 und gp160 an Carbosilan-Dendrimere zu einer Erhöhung der 
Aufnahme der Antigen-Peptide in DCs führt.6 Die Bindung der Antigene an den 
polymeren Träger basiert meist auf elektrostatischen Wechselwirkungen 
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zwischen der positiv geladenen Polymeroberfläche und dem negativ geladenen 
Peptid bzw. Oligonukleotid.6,8,30,31 Polymere mit positiver Oberflächenladung 
sind jedoch, wie in Abschnitt 2.3 dargestellt, durch eine 
konzentrationsabhängige Zytotoxizität charakterisiert. Dendritische 
Glycopolymere weisen hingegen eine hohe Biokompatibilität über einen weiten 
Konzentrationsbereich auf. In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass 
hochverzweigtes PEI an dessen Oberfläche bioaktive Moleküle über 
elektrostatische Wechselwirkungen gebunden8,30 oder im Inneren des Polymers 
eingeschlossen53 waren, zu einer Erhöhung der Zellaufnahme des bioaktiven 
Moleküls führte. Ein weiterer Vorteil der Verwendung von Glycopolymeren als 
polymeren Träger ist, dass die assoziierten Oberflächenoligosaccharide an 
Rezeptoren der DCs, wie den Mannose-6-Phosphatrezeptor oder DC-SIGN, 
binden und somit eine Maturierung der iDCs induzieren können. Dies wurde in 
dem Impfstoff DermaVir verwirklicht. In diesem wird Plasmid DNA, welche einen 
Großteil an regulatorischen HIV-Proteinen und strukturellen HIV-Proteinen 
kodiert, an die Oberfläche von PEI-Mannose komplexiert.81  
Aufgrund der hohen Transfektionseffizienz von hochverzweigtem PEI war die 
Intention dieser Arbeit NTA modifizierte PEI-Glycopolymere als molekulare 
Träger für His-tagged (His6) Peptide zu verwenden. Die Komplexierung des 
NTA-Liganden mit Ni(II)-Ionen kann dabei sowohl die Ausbildung eines 
Chelatkomplexes mit den His6-Peptiden initiieren als auch zu einer Aktivierung 
der iDCs führen, da Ni(II) mit TLR4 auf der Oberfläche von iDCs interagiert.83 
 
 
 
 
 
 
Zielstellung 
 
 
30
3. Zielstellung 
Einen großen Anwendungsbereich dendritischer Polymere, wie Dendrimere und 
hochverzweigter Polymere stellt der Transport von bioaktiven Molekülen dar.3 
Einen Teil nimmt dabei die Etablierung dendritischer Polymere als 
Trägersysteme für Antigen-Peptide für eine DC-basierter Immuntherapie 
ein.6,7,62 Diese basieren zum einen auf elektrostatischen Wechselwirkungen 
zwischen der positiv geladenen Polymeroberfläche und den negativ geladenen 
Aminosäureseitenketten der Peptide.6,7 Zum anderen werden die Peptide in die 
molekulare Struktur der dendritischen Polymere durch kovalente Anbindung 
integriert.62 Für eine DC-basierte Immuntherapie ist es wichtig, dass die 
Antigenaufnahme in DCs durch den polymeren Träger erhöht wird. Dies konnte 
bereits durch die Komplexierung von Peptiden an die Oberfläche von positiv 
geladenen Dendrimeren gezeigt werden.6,7 Die Verwendung positiv geladener 
dendritischer Polymere hat jedoch den Nachteil, dass diese eine hohe 
konzentrationsabhängige Toxizität besitzen.4 Ein weiterer wichtiger Aspekt bei 
der Entwicklung von polymeren Trägersystemen ist, dass diese spezifische 
Komplexierungs- und Freisetzungseigenschaften besitzen. Deshalb ist es 
wichtig, dass die Polyplexe stabil sind bis diese von der Zelle aufgenommen 
werden. Nach der Endozytose sollte das Antigen vom Polymer freigesetzt 
werden,45 um ohne sterische Hinderungen durch die Polymeroberfläche am 
MHC Klasse II-Molekül zu binden und nach der Maturierung der DCs T-
Lymphozyten präsentiert zu werden. Dass das Antigen nach der Endozytose 
durch DCs vom polymeren Träger freigesetzt wird, konnte bis jetzt noch nicht 
gezeigt werden.  
Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit einen polymeren Träger für 
Antigen-Peptide in DCs zu etablieren, der eine hohe Biokompatibilität besitzt 
und zu einer Erhöhung der Peptidaufnahme in DCs führt. Des Weiteren sollte 
die Freisetzung des Peptids im lysosomalen Kompartiment gewährleistet sein, 
damit dieses ohne sterische Hinderungen am MHC Klasse II-Molekül binden 
kann. Der polymere Träger sollte keinen supressiven Effekt auf die Maturierung 
der DCs haben und nicht zu einer Verringerung der Migrationsfähigkeit der DCs 
führen. Dies sind Vorraussetzungen für die Differenzierung von CD4+ T-
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Lymphozyten in T-Helferzellpopulationen, welche durch die Interaktion mit B-
Zellen die Bildung antikörperproduzierender Zellen bewirken.12  
Da es während der Endozytose im späten endosomalen und lysosomalen 
Kompartiment zu einem Abfall des pH Wertes kommt,67 sollte die Bindung 
zwischen dem Peptid und dem Polymer pH labil sein. Solch eine pH labile nicht-
kovalente Wechselwirkung stellt der Chelatkomplex zwischen den 
Säurefunktionalitäten des NTA-Liganden und den Histidineinheiten von His6-
Peptiden in Gegenwart von Ni(II) dar. Zur Veringerung von sterischen 
Hinderungen zwischen der Polymeroberfläche und den Peptiden wurde das 
NTA-Derivat mit PEG-Ketten unterschiedlicher Länge modifiziert. Durch die 
Modifikation der linearen und terminalen Aminogruppen des NTA-modifiziertem 
hochverzweigtem PEI mit Maltose sollte eine hohe Biokompatibilität 
gewährleistet sein (Abbildung 3-1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-1: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Ni(II)-NTA-DG und His6-
Peptiden 
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4. Experimenteller Teil 
4.1 Angewandte Methoden 
4.1.1 NMR Spektroskopie 
Die NMR Messungen wurden in 5 mm o.d. Probenröhrchen mit dem Bruker 
Avance III 500 NMR Spektrometer durchgeführt. Die Messungen für 1H-NMR 
Spektren erfolgten bei 500,13 MHz und für 13C-NMR Spektren bei 125,75 MHz. 
Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von 30 °C durchgeführt. Der 
Lösungsmittelpeak der in DMSO-d6 gemessenen Spektren wurde dem Signal 
bei 2,5 ppm für 1H-NMR und 39,6 ppm für 13C-NMR-Spektren zugeordnet. Für 
die Spektren, welche in D2O gemessen wurden diente Natrium 3-(trimethylsilyl)-
3,3,2,2-tetradeutero-propionat als externer Standard (δ (1H) = 0 ppm). Der 
Lösungsmittelpeak, der in CDCl3 gemessenen 
1H-NMR Spektren wurde dem 
Signal bei 7 ppm zugeordnet. Zur Zuordnung der Signale wurden auch 2D NMR 
Spektren aufgenommen. 
 
4.1.2 Dynamische Lichtstreuung 
Die Dynamische Lichtstreuung ist auch unter der Bezeichnung Photonen-
Korrelationsspektroskopie bekannt. Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung 
(DLS) können die durchschnittlichen hydrodynamischen Radien von 
Makromolekülen bestimmt werden. Dabei gibt die Interferenz des Streulichts 
Auskunft über die Struktur und die Dynamik der Makromoleküle.84 Das Prinzip 
der DLS ist in Abbildung 4-1 dargestellt.   
 
 
 
Abb. 3-1: Prinzip der Dynamischen Lichstreuung85  
Abb. 4-1: Prinzip der dynamischen Lichtstreuung85 
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Die Lichtquelle ist meist ein He-Ne-Laser mit einer Wellenlänge von 633 nm 
und der Detektor ein Photomultiplier. Durch den Laser wird 
monochromatisches, kohärentes Licht auf eine Probe gestrahlt. Dieses Licht 
wird von jedem Molekül in der Probenlösung in jede Richtung gestreut. Die 
gestreuten Lichtwellen interferieren oder kombinieren sich. Die Intensitäten I(t) 
oder die Photonenanzahl n(t) des unter einem bestimmten Winkel 
(Streuungswinkel) gestreuten Lichtes wird von dem Detektor gemessen. Durch 
die Braun`sche Molekularbewegung der Moleküle entstehen Fluktuationen der 
gestreuten Intensitäten,86 wodurch Größenverteilungen vom Detektor 
ausgegeben werden. Die Intensitätsverteilung kann in die Anzahlverteilung 
durch die Verwendung von Rayleigh-Gans oder Mie Streuungsfaktoren 
umgerechnet werden.85 Dabei bewegen sich kleine Moleküle schneller als 
größere Moleküle. Dadurch sind die entstehenden Größenverteilungen von 
kleinen Molekülen breiter als von größeren Molekülen. 
Die Bestimmung der hydrodynamischen Radien erfolgte mit der Methode der 
dynamischen Lichtstreuung (Zetasizer NanoZs, Malvern Instruments). Der 
Zetasizer ist mit einem He-Ne-Laser (λ=633 nm) und einer nicht-invasiven 
Rückstreuungs (NIBS®) Technik ausgestattet. Die Datenanalyse erfolgte mit 
der Cumulant Fit Methode. Zum Vergleich der verschiedenen Messreihen 
miteinander wurde der Volumen Plot verwendet. 
 
4.1.3 Fluoreszenzpolarisation 
Bei Betrachtung des Lichts als elektromagnetische Welle besteht diese aus 
einem elektrischen und magnetischen Feldvektor. Die beiden Vektoren stehen 
senkrecht zu dem Verlauf der elektromagnetischen Welle. In natürlichem Licht 
kann der elektrische Feldvektor jede Richtung annehmen. Mit Hilfe eines 
Polarisators kann ein elektrischer Feldvektor einer bestimmten Orientierung 
isoliert werden. Man spricht dann von linear polarisiertem Licht. Wird linear 
polarisiertes Licht auf eine Probe fluoreszierender Moleküle gestrahlt, werden 
nur die Moleküle angeregt, deren Dipol parallel zu der Richtung des 
elektrischen Feldvektors steht. Wenn die Orientierung des Dipols für die Zeit 
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der Fluoreszenzlebensdauer nahezu gleich bleibt, emittieren diese Moleküle ein 
Photon, welches parallel zu dem elektrischen Feldvektor ist. Dieses Licht ist 
wiederum linear polarisiert. Verändert sich jedoch die Orientierung des Dipols, 
wird das Photon in eine andere Richtung emittiert und ist somit depolarisiert. 
Dies macht sich die Methode der Fluoreszenzpolarisation zu nutze.87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-2: Prinzip der Fluoreszenzpolarisation (modifiziert nach87) 
 
Die Fluoreszenzpolarisation wird hauptsächlich in der biomedizinischen 
Forschung zur Untersuchung von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen 
angewandt. Die Kopplung eines Fluorophors an den Liganden ermöglicht die 
Visualisierung seiner Bindung an einen Rezeptor. Freie Liganden rotieren im 
Vergleich zu Rezeptor-Ligand-Komplexen schneller. Werden diese nun mit 
linear polarisiertem Licht angeregt, emittieren nur wenige Moleküle linear 
polarisiertes Licht, da sich die Richtung des Dipolmoments schnell verändert. 
Ligand-Rezeptor-Komplexe hingegen rotieren langsamer und somit bleibt die 
Richtung des Dipols für die Fluoreszenzlebensdauer erhalten. Werden diese 
Moleküle mit linear polarisiertem Licht angeregt, emittieren sie auch linear 
Isotrope Verteilung
Anregung 
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Brown`sche
Molekular-
bewegung
Experimenteller Teil 
 
 
35
polarisiertes Licht. Die Polarisation ist von mehreren Faktoren, wie Temperatur, 
Viskosität und molekularem Volumen, abhängig.87  
 
4.1.4 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 
Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht die Visualisierung der Form 
und Dimension intrazellulärer Strukturen von biologischen Objekten.88 Mit Hilfe 
dieser Methode können Transportwege innerhalb der Zelle sichtbar gemacht 
werden. Das Prinzip eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops ist in Abbildung 
4-3 dargestellt. Von einem Laser trifft Licht mit einer definierten Wellenlänge 
über einen Dichromator auf ein Objektiv. Das Objektiv fokussiert den Lichtstrahl 
in einem bestimmten Beugungswinkel auf die Probe. Dabei werden auch die 
Ebenen unter und über der Probenebene angestrahlt. Die fluoreszierenden 
Moleküle werden angeregt und emittieren Licht einer definierten Wellenlänge. 
Das Licht wird über das Objektiv gesammelt und in Richtung des Detektors 
geleitet. Vor dem Detektor befindet sich eine Lochblende (Pinhole), durch 
welche nur das emittierte Licht einer Ebene der Probe durchtreten kann und 
zum Detektor (Photomultiplier) gelangt.89 Die Größe der Lochblende kann bei 
einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop variiert werden. Je kleiner die Blende 
desto weniger Streulicht oder Fluoreszenzlicht erreicht den Detektor.88  
 
Abb. 4-3: Prinzip eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops 1) Ebene außerhalb des 
Fokus, 2) Fokusebene, 3) Lochblende (Pinhole)90 
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Somit ist es möglich, je nach Qualität der Probe, kleinste intrazelluläre 
Strukturen sichtbar zu machen. Durch Scannen der Probe in z-Richtung kann 
ein 3D-Bild der Probe erfasst werden. Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie 
wird in der biomedizinischen Forschung unter anderem zur Visualsierung von 
intrazellulären Transportwegen verwendet. Das Färben definierter intrazellulärer 
Kompartimente ermöglicht dabei die genaue Rekonstruktion des 
Transportweges. Die Überlagerung der Emissionen zweier Farbstoffe kann 
durch Berechnung von Korrelationskoeffizienten bestimmt werden. Damit kann 
analysiert werden, ob sich ein Molekül in Endosomen, Lysosomen oder 
anderen zellulären Strukturen befindet. Es gibt zwei verschiedene Methoden 
zur Bestimmung der Ko-Lokalisation zweier Farbstoffe, die Bestimmung des 
Pearson Korrelationskoeffizienten oder der Überlagerung nach Manders. 
Zeigen beide Fluorochrome ähnliche Intensitäten in den 
Fluoreszenzemissionen kann die Korrelationsfunktion nach Pearson verwendet 
werden. Bei Unterschieden in den Signalintensitäten der Fluorochrome, welche 
durch Unterschiede in den intrazellulären Färbungen, Ausbleichen oder 
Verwendung verschiedener Verstärkungen herrühren können, wird der 
Überlagerungskoeffizient nach Manders verwendet. Dieser ist jedoch anfällig 
gegenüber starken Hintergrundsignalen.91 Welche Korrelationsfunktion für die 
Datenanalyse verwendet wird, ist somit von der Beschaffenheit der Probe 
abhängig. 
 
4.1.5 Durchflusszytometrie 
Mit der Methode der Durchflusszytometrie werden Zellen bezüglich ihrer Größe 
und Granularität oder/und durch die Färbung der Zellen mit Fluorochrom 
gekoppelten Antikörpern anhand der Expressionsdichte von 
Oberflächenmolekülen sortiert und analysiert. Der Begriff FACS (Fluorescence 
Activated Cell Sorting) leitet sich dabei von letzterem ab. Die Zellen werden an 
einem Messpunkt vorbeigeführt (hydrodynamische Fokussierung), wo ein 
fokussierter Laserstrahl auf die Zellen trifft und gestreut wird. Das gestreute 
Licht in Vorwärtsrichtung (Forward Scatter, FSC) ist ein Maß für die Größe der 
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Zellen und das Streulicht in Seitwärtsrichtung (Side Scatter, SSC) ist ein Maß 
für die Granularität der Zellen. Durch die Anregung, der mit spezifischen 
Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern gefärbten Zellen, können diese weiter 
charakterisiert werden.92 
Die Daten wurden mit der Software WinMDI2.9 analysiert werden. Dabei wurde 
zuerst die entsprechende Zellpopulation anhand der bekannten Größe und 
Granularität fokussiert. Eine weitere Charakterisierung konnte durch die 
vorherige Färbung von Oberflächenmolekülen mit Antikörpern, an welche ein 
Fluorochrom gebunden ist, erfolgen. Als Negativ-Kontrollen dienten dabei 
Zellen, welche mit Fluoreszenzmarkierten IgG-Antikörpern mit irrelevanter 
Spezifität gefärbt wurden, um unspezifische Bindungen zu analysieren. Durch 
die Erstellung von Dotplots bzw. Histogrammen konnte der prozentuale Wert an 
fluoresziertenden Zellen und die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) ermittelt 
werden. Der MFI gibt die Expressionsdichte des markierten Moleküls auf der 
Zelloberfläche an. Mit der Durchflusszytometrie wurden die Reinheit der 
Zellpopulation, die Aufnahme von Peptiden und der Einfluss der Polymere auf 
die Expressionsdichte von Oberflächenmolekülen iDCs und mDCs bestimmt. 
 
4.2 Materialien 
4.2.1 Chemikalien 
Bidestilliertes Wasser B. Braun AG, Melsungen, 
Deutschland 
Bicoll Separating Solution (Ficoll-Trennlösung) Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
Boran Pyridin Komplex 8M Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
CDCl3 (>99 % D) Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
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Chloroform Acros Organics, Nidderau, 
Deutschland 
Zitronensäure Monohydrat Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride Sigma, Steinheim, 
Deutschland 
Dichlormethan Sigma-Aldrich Steinheim, 
Deutschland 
Dimethylsulfoxid Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Dimethylsulfoxid wasserfrei Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid 
Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
D2O (>99 % D) Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
DMSO-d6 (>99 % D) Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Ethanol, absolut Mallinckrodt Baker B. V. 
Ethylacetat Acros Organics, Nidderau, 
Deutschland 
Ethylendiamintetraessigsäure Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Glycin Sigma, Steinheim, 
Deutschland 
Imidazol Sigma, Steinheim, 
Deutschland 
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Lupasol WF BASF, Ludwigshafen, 
Deutschland 
D-(+)-Maltose Monohydrat Sigma, Steinheim, 
Deutschland 
2-Mercaptoethanol Sigma, Steinheim, 
Deutschland 
Natriumazid Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Natriumdihydrogenphosphat Fluka, Steinheim, 
Deutschland 
Natriumcarbonat Riedel-de Haen AG, Seelze, 
Deutschland 
Natriumchloridlösung, isotonisch [0,9 %ig (w/v)] Serum-Werk Bernburg AG 
Natriumhydrogencarbonat Acros Organics, Nidderau, 
Deutschland 
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Natriumhydrogenphosphat Dodecahydrat Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Natriumhydogenphosphat Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Natriumhydroxid Riedel-de Haen AG, Seelze, 
Deutschland 
Natriumtetraborat Tetrahydrat Fluka, Steinheim, 
Deutschland 
N-Boc-4,7,10-trioxa-1,13-tridecandiamin Iris Biotech, Marktredwitz, 
Deutschland 
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Nickelacetat Tetrahydrat Aldich, Steinheim, 
Deutschland 
para-Nitrophenylchloroformiat Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
O-(2-Aminoethyl)-O`-[2-N-(tert.-butyloxy-
carbonyl)aminoethyl]decaethylen glycol 
(in Datenblatt Boc-NH-PEG12-NH2) 
Iris Biotech, Marktredwitz, 
Deutschland 
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Phosphate buffered saline (PBS) Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
hochverzweigtes Poly(ethylenimin), PEI25k 
MW=25000g/mol, Mn=9600 g/mol, PDI=2,6  
BASF Ludwigshafen, 
Deutschland 
Poly-L-lysin Sigma, Steinheim, 
Deutschland 
Pyridin Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Rhodamin-B-isothiocyanat Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Salzsäure Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
Salzsäure in Dioxan 4M Fluka, Darmstadt, 
Deutschland 
Schwefelsäure Riedel-de Haen-AG, Seelze, 
Deutschland 
(S)-N-(5-Amino-1-
carboxypentyl)iminodiessigsäure 
Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
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Tetrahydrofuran Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
3, 3`, 5, 5`-Tetramethylbenzidin (Tablette) Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Triethylamin Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Trypanblaulösung [0,5 %ig (w/v)] Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
Triton X-100 Ferak, Berlin, Deutschland 
Tween 20 Serva. Heidelberg, 
Deutschland 
Wasserstoffperoxid (30%ige Lösung) Institut für Immunologie, 
Universitätsklinikum Dresden 
 
4.2.2 Peptide 
Die für die Arbeit verwendeten Peptidsequenzen waren nur Abschnitte der 
Proteine Gp160 und P24. Zur Vereinfachung wurden diese Peptidsequenzen 
jedoch als Gp160 bzw. P24 bezeichnet. 
 
His6-Gp160 
NH-EIDNYTNTIYTLLEEGGSGGSHHHHHH-
COOH 
China Peptides, Shanghai, 
China 
His6-Gp160-FITC 
FITC-NH-
EIDNYTNTIYTLLEEGGSGGSHHHHHH-COOH 
China Peptides, Shanghai, 
China 
His6-P24 
NH-DTINEEAAEWGGSGGSHHHHHH-COOH 
China Peptides, Shanghai, 
China 
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His6-P24-FITC  
FITC-NH-DTINEEAAEWGGSGGSHHHHHH-
COOH 
China Peptides, Shanghai, 
China 
P24 
NH-DTINEEAAEW-COOH 
China Peptides, Shanghai, 
China 
FITC-P24 
FITC-NH-DTINEEAAEW-COOH 
China Peptides, Shanghai, 
China 
 
4.2.3 Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Bovines Serumalbumin (BSA) Gerbu Biotechnik GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
Chemokin CCL19 PeproTech, Hamburg, 
Deutschland 
Chemokin CCL21 PeproTech, Hamburg, 
Deutschland 
Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
Humanserum (HS) CC pro, Neustadt, 
Deutschland 
Lipopolysaccharid (LPS) Sigma, Steinheim, 
Deutschland 
Natriumpyruvat (100 mM) Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
Nichtessentielle Aminosäuren (NEA, 100x) Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
Penicillin/ Streptomycin (10000 µg/ml, 100 x) Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
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Rekombinanter humaner Granulozyt 
Makrophagen Kolonie-Stimulationsfaktor (rh GM-
CSF) 
Immunotools, Friesoythe; 
Deutschland 
Rekombinantes humanes Interleukin 4 (rh IL-4) Immunotools, Friesoythe; 
Deutschland 
„Roswell Park Memorial Institute“ (RPMI) 1640-
Medium 
Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
Stabiles Glutamin (N-Acetyl-L-Alanin-L-Glutamin, 
200 mM) 
Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland 
 
4.2.4 Zusammensetzung des RPMI Zellkulturmediums 
 
RPMI 1640, komplett RPMI 1640-Medium 
10 % FKS 
2 mM stabiles Glutamin 
1 mM Natriumpyruvat 
1 % nichtessentielle Aminosäuren 
100 µg/ml Penicillin/ Streptomycin 
 
4.2.5 Antikörper und Isotypkontrollen 
 
mouse-anti-human-CD14 microbeads Miltenyi Biotech, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
mouse-anti-human-CD1a-PE 
Isotyp: mouse-IgG1κ-PE 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
mouse-anti-human-CD14-FITC 
Isotyp: mouse-IgG2a-FITC 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
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mouse-anti-human-CD80-PE 
Isotyp: mouse-IgG1κ-PE 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
mouse-anti-human-CD83-PE 
Isotyp: mouse-IgG1κ-PE 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
mouse-anti-human-CD86-FITC 
Isotyp: mouse-IgG1κ-FITC 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
mouse-anti-human-CCR7-APC 
Isotyp: mouse-IgG1κ-APC 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
mouse-anti-human-HLA-DR-FITC 
Isotyp: mouse-IgG2a-FITC 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
mouse-anti-human-CD14-PC5 
Isotyp: mouse-IgG1κ-PC5 
Beckman Coulter, Krefeld, 
Deutschland 
mouse-anti-human-CD80-PE 
Isotyp: mouse-IgG1κ-PE 
Bd Bioscience, Heidelberg, 
Deutschland 
mouse-anti-human-CD83-PC5 
Isotyp: mouse-IgG2a-PC5 
Beckman Coulter, Krefeld, 
Deutschland 
mouse-anti-human-CD86-PC5 
Isotyp: mouse-IgG2b-PC5 
BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
mouse-anti-human-CCR7-PE 
Isotyp: mouse-IgG1κ-PE 
Miltenyi Biotech, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
mouse-anti-human-HLA-DR-ECD 
Isotyp: mouse-IgG1κ-ECD 
Beckman Coulter, Krefeld, 
Deutschland 
rabbit-anti-human-EEA1 Abcam, Cambridge, England 
rabbit-anti-human-LAMP1 Abcam, Cambridge, England 
goat-anti-rabbit-Cy3 Jackson ImmunoResearch, 
West Grove USA 
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4.2.6 Testkitsysteme 
 
Annexin V : FITC Apoptose Detektions Kit II Bd Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
Human IL-6 ELISA kit Bd Bioscience Pharmingen , 
Heidelberg, Deutschland 
Human IL-8 ELISA kit Bd Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
Human IL-12p(70) ELISA kit Bd Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
Human TNF-α ELISA kit Bd Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
 
4.2.7 Lösungen und Puffer 
 
Beschichtungspuffer (ELISA) 
Lagerung 4 °C 
1 l destilliertes Wasser 
8,4 g NaHCO3 
10,5 g Na2CO3 
pH 9,5  
Isolierungs-/ Verdünnungspuffer (ELISA) 
Lagerung 4 °C 
PBS mit 10 % FKS 
Isolationspuffer (Zellisolation) 
 
97,5 ml PBS 
1 mM EDTA 
0,5 g BSA 
Laufpuffer (Zellisolation) 880 ml PBS 
20 ml 100 mM EDTA  
100 ml FKS 
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PBS 1 l destilliertes Wasser 
9,55 g PBS 
Paraformaldehyd (0,5 %) 100 ml PBS 
0,5 g Paraformaldehyd 
Paraformaldehyd (4 %) 25 ml PBS 
2 g Paraformaldehyd 
Spülpuffer (Zellisolation) 980 ml PBS 
20 ml 100 mM EDTA  
Substratpuffer 1 50 ml destilliertes Wasser 
24,3 ml 0,1 M Citronensäure 
27,8 ml 0,2M Na2HPO4 
pH 5,0 
Substratpuffer 2 10 ml Substratpuffer 1 
Eine 3, 3`, 5, 5`-
Tetramethylbenzidin Tablette 
3 µl H2O2 
Waschpuffer PBS mit 0,05 % Tween 20 
 
4.2.8 Sonstige Materialien 
 
Deckgläschen 24x24 mm Menzel-Gläser, 
Braunschweig, Deutschland 
Küvetten Brand, Wertheim, 
Deutschland 
Eppendorf Reaktionsgefäße Eppendorf-Nethler-Hinz-
GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
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FACS Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
15 ml/ 50 ml Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
Multipipette Eppendorf-Nethler-Hinz-
GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Neubauer Zählkammer LO-Labortechnik GmbH, 
Friedrichsdorf, Deutschalnd 
Pipettensatz (0,5-10 µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 50-
250 µl, 200-1000 µl) 
Eppendorf-Nethler-Hinz-
GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
96-Well BD FalconTM ELISA Platten BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
96-Well-Rundbodenplatten Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
Zellkulturflaschen Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
Nunc®-96-Well-Zellkulturplatte, schwarz Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
24-Well-Zellkulturplatten Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
24-Well Transwellplatten mit permeabler 
Polycarbonat Membran, Porendurchmesser: 8 
µm 
Corning life science, 
Amsterdam, Niederlande 
Zellsieb (Porendurchmesser: 40 µm) Becton Dickinson Labware, 
Franklin Lakes, New Jersey 
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4.2.9 Geräte 
 
AutoMACS Mitenyi Biotech GmbH, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
Brutschrank (37°C, 5 % CO2) Heraeus, Hanau, 
Deutschland 
Durchflusszytometer (FACS), Calibur BD Bioscience Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland 
Durchflusszytometer (FACS) Beckman Coulter, Krefeld, 
Deutschland 
MACS Quant, Mitenyi Biotech GmbH, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
Konfokales Fluoreszenzmikroskop TCS SP5, Leica, Beinsheim, 
Deutschland 
Gefriertrockungsanlage Christ (Alpha 1-2 LD plus), 
Osterode, Deutschland 
Mikroskopsystem für Zellkulturen CK30/ CK40 Olympus Optical Co. GmbH, 
Hamburg, Deutschland 
Milenia Kinetic Analyser Milenia Biotec, Bad Nauheim, 
Deutschland 
NMR Spektrometer Bruker Avance III 500 Bruker BioSpin AG, 
Fällanden, Schweiz 
Plattenphotometer Genius/ Tecan, Crailsheim, 
Deutschland 
Rotationsverdampfer Rotavapor R210, BÜCHI 
Schweiz 
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Vakuumpumpe Vakuubrand 6, Wertheim, 
Deutschland 
Vakuumtrockenschrank Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland 
Zetasizer NanoZs Malvern Instruments GmbH, 
Herrenberg, Deutschland 
 
4.3 Synthese von Nitrilotriessigsäure modifizierten 
Glycopolymeren 
4.3.1 Synthese von N-{13-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4,7,10-trioxa-
tridecyl}-O-(p-nitrophenyl)urethan (1) 
 
 
O-(3-Aminopropyl)-O`-[3-N-(tert-butyloxycarbonyl)aminomethyl]triethylenglykol 
(500 mg; 1,56 mmol; 320 g/ mol; 1eq) wurde in 5 ml Dichlormethan (DCM) unter 
Inertgasatmosphäre gelöst. Anschließend erfolgte die Zugabe von Triethylamin 
(Et3N) (0,24 ml; 1,72 mmol; 1,1 eq). In einem zweiten Schlenkkolben wurde p-
Nitrophenylchloroformiat (pNPCF) (1,72 mmol; 346 mg; 1,1 eq) vorgelegt und 
unter Inertgasatmossphäre und unter Kühlung mit einem Eisbad in 10 ml DCM 
gelöst. Zu der pNPCF Lösung wurde das zuvor gelöste Amin langsam unter 
Kühlung zugetropft. Im Anschluss wurde das Eisbad entfernt. Die 
Reaktionslösung wurde für 24 h bei Raumtemperatur (RT) gerührt. 
Anschließend wurde das DCM am Rotationsverdampfer entfernt und das 
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gelbliche Produktgemisch in 15 ml Chloroform aufgenommen. Die Aufarbeitung 
erfolgte durch Extraktion gegen eine halbgesättigte NaHCO3 Lösung. Dies 
wurde solange wiederholt bis die wässrige Phase nahezu transparent war. 
Anschließend wurde noch zweimal gegen destilliertes Wasser extrahiert. Das 
Chloroform wurde im Anschluss am Rotationsverdampfer entfernt und das 
braune hochviskose Produkt bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank getrocknet. 
Das Produkt (1) wurde mit einer Ausbeute von 93 % (703 mg) erhalten. 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,19 (d, J=9,2 Hz, 1H, 2); 7,26 (d, J=9,2 Hz, 1H, 
1); 6,03 und 5,65 (b, 1H, 3 Rotamere); 4,83 (b, 1 H, 14); 3,6 (b, 8H, 7-10); 3,57 
(t, 2H, 11); 3,47 (t, J=6,0 Hz, 2H, 6); 3,38 (q, 1H, 4); 3,16 (b, 2H, 13); 1,82 (m, 
2H, 5); 1,69 (m, 2H, 12) und 1,39 (s, 9H, 15) ppm. 
 
4.3.2 Synthese von N-{5-Carboxy-5-[N,N-bis(carboxymethyl)amino]pentyl}-
N´-{13-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4,7,10-trioxa-13-tridecyl}urethan 
(BOC-PEG3-NTA, 2) 
 
 
(S)-N-(5-Amino-1-carboxypentyl)iminodiessigsäure (350 mg; 1,336 mmol; 
262,26 g/mol; 1 eq) wurde in 15 ml wasserfreien DMSO unter 
Intertgasatmosphäre gelöst. Dann erfolgte die Zugabe von Et3N (0,2 ml; 1,336 
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mmol; 1 eq). Die resultierende Lösung wurde langsam zu einer Lösung von 1 
(650 mg; 1,336 mmol; 427 g/ mol; 1 eq) in 5 ml wasserfreiem (DMSO) unter 
Inertgasatmosphäre gegeben. Die Reaktionsmischung wurde für 40 h bei RT 
gerührt. Im Anschluss an die Reaktionszeit wurde das DMSO durch 
Destillisation entfernt. Das gelbliche Produktgemisch wurde mit Ethylacetat und 
destilliertem Wasser extrahiert und das Wasser anschließend am 
Rotationsverdampfer entfernt. Nicht umgesetzte (S)-N-(5-Amino-1-
carboxypentyl)-iminodiessigsäure konnte durch Lösen des Produktes in THF 
und anschließender Filtration entfernt werden. Die Ausbeute von 2 betrug 87 % 
(706 mg). 
 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, δ): 6,70 und 6,36 (b, 1H, 22, Rotamere); 5,78 (b, 
2H, 9 und 11); 3,51 und 3,47 (m, 8H, 15-18); 3,46 (s, 1H, 2); 3,38 (m, 2H, 14 
und 19); 3,32 (t, J=7,5 Hz, 2H, 4); 3,01 (q, 2H, 12); 2,96 (q, 2H, 21); 2,92 (m, 
2H, 8); 1,60 (b, 1H, 5A); 1,59 (b,  2H, 20); 1,58 (b, 2H, 13); 1,52 (b, 1H, 5B); 1,37 
(s, 9H, 25); 1,35 (b, 2H, 7), 1,34 und 1,27 (b, 2H, 6) ppm. Da sich die 
chemischen Verschiebungen im 1H NMR Spektrum zwischen 3,6-2,9 und 1,65-
1,25 sehr überlagerten, wurden die meisten 1H-NMR Signale des 1H-NMR 
Spektrums durch die Analyse des HSQC Spektrums zugeordnet. 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6, δ): 174,04 (3); 173,32 (1); 158,17 (10); 155,63 
(23); 77,44 (24); 69,82 und 69,59 (15-18); 68,27 und 68,16 (14, 19); 64,49 (4); 
53,58 (2); 39,19 (8); 37,30 (21); 36,63 (12); 30,28 (13); 29,86 (7); 29,77 (20); 
29,35 (5); 28,32 (25) und 23,23 (6) ppm.  
Das Produkt liegt als Monocarboxylat mit Triethylammonium als Gegenion vor. 
(δ(1H): 3,06 (NCH2); 1,19 (CH3) und δ (
13C): 45,56 (NCH2); 8.54 (CH3)). 
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4.3.3 Entschützung von N-{5-Carboxy-5-[N,N-bis(carboxymethyl)amino]-
pentyl}-N´-{13-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4,7,10-trioxa-13-tridecyl}-
urethan (NTA-PEG3-NH2) (3) 
Verbindung 2 (135 mg, 0.22 mmol, 1 eq) wurde in 3 ml destilliertem Wasser 
gelöst. Dann erfolgte die Zugabe von 1,1 ml HCl/Dioxan (4 M Lösung in Dioxan, 
4,4 mmol, 20 eq) Die Reaktionsmischung wurde über Nacht gerührt und im 
Anschluss das Lösungsmittel durch Destillation entfernt. Das Produkt (3) wurde 
quantitativ erhalten.  
 
 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, δ): 7,63 (b, 3H); 3,50-3,40 (b, 11 H); 3,35 (m, 
4H); 3,06 (m, 2H); 2,98 (m, 2H); 2,90 (m, 2H); 1,74 (m, 2H), 1,54 (m, 4H); 1,31 
(m, 3H) und 1,20 (b, 1H) ppm. 
 
4.3.4 Synthese von PEI-PEG3-NTA (4) 
Die Verbindung 3 (150 mg; 0,24 mmol; 545 g/ mol; 1 eq) wurde in 2,5 ml 
wasserfreiem DMSO unter Schutzgas gelöst. Die Deprotonierung von 3 erfolgte 
durch die Zugabe von trockenem Pyridin (0,04 ml; 0,48 mmol, 2 eq). In einem 
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zweiten Schlenkkolben wurde pNPCF (0,26 mmol; 43,5 mg; 1,1 eq) in 1,5 ml 
trockenem THF unter Kühlung mit einem Eisbad und unter Inertgas gelöst. Die 
deprotonierte Lösung von Verbindung 3 wurde langsam zu der pNPCF Lösung 
unter Kühlung getropft. Dann wurde das Eisbad entfernt. Die Lösung wurde 
über Nacht bei RT gerührt. Nach der Reaktionszeit wurde das zuvor unter 
Vakuum getrocknete PEI25k (Mn=9600 g/mol; PDI=2,6; 185 mg; 0,02 mmol; 
0,1 eq) in 12 ml wasserfreiem DMSO unter Inertgas gelöst. Im Anschluss 
erfolgte die Zugabe der aktivierten Verbindung 3. Die Aufreinigung des 
Produktgemisches erfolgte durch Dialyse gegen destilliertes Wasser für 2 Tage. 
Die Ausbeute von 4 betrug 75 % (251 mg). 
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1H-NMR (500 MHz, D2O, δ): 3,72-3,64 (3-6); 3,59 (2 und 7); 1,76 (1 und 8) und 
3,2-2,5 (PEI-Protonen) ppm. 
 
4.3.5 Synthese von NTA-PEG3-PEI-Maltose (NTA-PEG3-DG, 5) 
Die Verbindung 4 (210 mg; 4,84 mmol; 12800 g/ mol; 1 eq) und D(+)-Maltose 
Monohydrat (17,6 g; 48,8 mmol) wurden in Natriumboratpuffer (60 ml) gelöst. 
Dann erfolgte die Zugabe des Reduktionsmittels (Boran-Pyridin Komplex; 8 M 
Lösung; 48,8 mmol; 6,1 ml). Die Lösung wurde bei 50 °C für 7 Tage gerührt. 
Das Produkt wurde durch eine 4-tägige Dialyse gegen destilliertes Wasser 
gereinigt. Die Ausbeute des Produktes (5) betrug was 94 % (1,07 g). 
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1H-NMR (500 MHz, D2O, δ): 5,3-5,0 (1); 4,3-3,4 (2-6, 2`-6`) und 3,2-2,4 (1`, PEI-
Protonen) ppm. 
 
4.3.6 Markierung von NTA-PEG3-DG mit Rhodamin-B-isothiocyanat (5-
RITC) 
Die Fluoreszenzmarkierung von Verbindung 5 und deren Aufarbeitung fand 
unter abgedunkelten Bedingungen statt. Es wurden 50 mg der Verbindung 5 
(0,67 µmol, 1 eq) in 4,5 ml destilliertem Wasser gelöst. In einem zweiten 
Schnappdeckelglas wurden 1,8 mg Rhodamin-B-isothiocyanat (3,36 µmol, 5 eq) 
in 0,5 ml DMSO gelöst. 100 µl der Rhodamin-B-isothiocyanat Lösung (0,67 
µmol, 1 eq) wurden zu der Lösung von 5 getropft. Die Lösung wurde für 20 h 
bei RT gerührt. Die Aufarbeitung der Produktes (5-RITC) erfolgte mit Hilfe einer 
Dialyse (MWCO2000) gegen destilliertes Wasser für 7 h. Das Produkt wurde 
quantitativ erhalten. 
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4.3.7 Synthese von O-[2-N-(tert-butyloxycarbonyl)aminoethyl]-O`-{2-N-[5-
carboxy-5-[N-bis(carboxymethyl)aminopentyl]aminocarbonyl]aminoethyl}-
decaethylen glycol (Boc-PEG11-NTA) (7) 
 
 
O-(2-Aminoethyl)-O`-[2-N-(tert.-butyloxycarbonyl)aminoethyl]decaethylen glykol 
(500 mg; 0,78 mmol; 642 g/ mol; 1 eq) wurde in 6 ml Dichlormethan (DCM) 
unter Inertgasatmossphäre gelöst. Dann erfolgte die Zugabe von Et3N (0,12 ml; 
0,85 mmol; 1,1 eq). In einem zweiten Schlenkkolben wurde das pNPCF (0,85 
mmol; 172 mg; 1,1 eq) in 10 ml DCM unter Kühlung mit einem Eisbad und unter 
Inertgasatmosphäre gelöst. Das zuvor gelöste Amin wurde langsam unter 
Kühlung zu der Lösung des pNPCF getropft. Im Anschluss wurde das Eisbad 
entfernt und die Reaktionsmischung über Nacht bei RT gerührt. Dann wurde 
das DCM am Rotationsverdampfer entfernt und das Produktgemisch im 
Vakuumtrockenschrank bei 40 °C getrocknet. Das gelbe Zwischenprodukt (6) 
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wurde ohne Aufarbeitung weiterverwendet, da es sehr hydrolyseempfindlich 
war.  
Somit wurde das Zwischenprodukt 6 in 5 ml wasserfreiem DMSO gelöst. Diese 
Lösung wurde zu einer Lösung von (S)-N-(5-Amino-1-carboxypentyl) 
iminodiessigsäure (205 mg; 0,78 mmol; 1 eq) und Et3N (0,11 ml; 0,78 mmol; 1 
eq) in 15 ml DMSO unter Inertgasatmosphäre gegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde für 40 h bei RT gerührt. Nach der Entfernung des 
DMSO im Hochvakuum wurde der gelbe Feststoff mit Ethylacetat und Wasser 
extrahiert und das Wasser am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt (7) 
wurde in einer Ausbeute von 77 % (560 mg) erhalten. 
 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, δ): 6,70 und 6,34 (b, 1H, 18, Rotamere); 5,89 (t, 
J= 5,7 Hz, 1H, 9); 5,79 (t, J= 5,8 Hz, 1H, 11); 3,5 (b, 40H, 14 und 15); 3,45 (b, 
1H, 2); 3,37 (m, 2H, 16); 3,30 (t, J= 7,4 Hz, 1H, 4); 3,14 (b, 2H, 13); 3,12 (b, 2H, 
12); 3,06 (b, 2H, 17); 2,93 (b, 2H, 8); 1,61 (b, 1H, 5A); 1,50 (b, 1H, 5B); 1,37 (s, 
9H, 21); 1,35 (b, 2H, 7); 1,34 und 1,26 (b, 2H, 6) ppm. Da sich die chemischen 
Verschiebungen im 1H NMR Spektrum zwischen 3,6-2,9 und 1,65-1,25 sehr 
überlagerten, wurden die meisten 1H-NMR Signale des 1H-NMR Spektrums 
durch die Analyse des HSQC Spektrums zugeordnet. 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6, δ): 174,09 (3); 173,39 (1); 158,04 (10); 155,63 
(19); 77,62 (20); 70,21 (13); 69,84; 69,63 und 69,57 (14 und 15); 69,22 (16); 
64,58 (4); 53,71 (2); 39,74 (17); 39,24 (8 und 12); 29,85 (7); 29,51 (5); 28,28 
(21) und 23,23 (6) ppm.  
Das Produkt lag als Monocarboxylation mit Triethylammonium als Gegenion 
vor. (δ(1H): 3,06 (NCH2); 1,19 (CH3) und δ(
13C): 45,56 (NCH2); 8,54 (CH3)). 
 
4.3.8 Entschützung von Boc-PEG11-NTA (8) 
Die Verbindung 7 (190 mg; 932 g/ mol; 0,2 mmol) wurde in 3 ml destilliertem 
Wasser gelöst. Zu dieser Lösung wurden 1,1 ml HCl/ Dioxan (4 M-Lösung in 
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Dioxan; 4,4 mmol, 20 eq) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde über Nacht 
bei RT gerührt. Im Anschluss wurde das Lösungsmittel im Hochvakuum 
entfernt. Das Produkt (8) wurde quantitativ erhalten.  
 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, δ): 8,04 (b, 3H); 3,52 (m, 44 H); 3,38 (t, 2 H); 
3,15 (t, 2H); 3,06 (m, 2H); 2,96 (m, 2H); 1,65 (b, 2H) und 1,36 (b, 4H) ppm. 
 
4.3.9 Synthese von PEI-PEG11-NTA (9) 
Die Verbindung 8 (190 mg; 0,2 mmol; 868 g/ mol; 1 eq) wurde in 2,5 ml 
trockenem DMSO unter Inertgasatmosphäre gelöst. Die Deprotonierung von 8 
erfolgte durch die Zugabe von trockenem Pyridin (0,04 ml; 0,4 mmol; 2 eq). In 
einem zweiten Schlenkkolben wurde das pNPCF (0,22 mmol; 45 mg; 1,1 eq) 
unter Kühlung mit einem Eisbad und unter Inertgasatmosphäre in 1,5 ml 
trockenem THF gelöst. Zu der pNPCF Lösung wurde unter Kühlung die Lösung 
der deprotonierten Verbindung 8 langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung 
wurde über Nacht bei RT gerührt.  
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Im Anschluss wurde das, zuvor unter Vakuum getrocknete, PEI25k (194 mg; 
0,02 mmol; 0,1 eq) in 12 ml wasserfreiem DMSO unter Inertgasatmosphäre 
gelöst. Anschließend wurde die Lösung des Phenylcarbamats der Verbindung 8 
zu der PEI25k Lösung gegeben. Die Reaktionsmischung wurde über Nacht bei 
RT gerührt. Das Produkt 9 wurde mittels einer Dialyse (MWCO 2000) für 2 
Tage gegen destilliertes Wasser aufgereinigt und anschließend 
gefriergetrocknet. Die Ausbeute von 9 betrug 73 % (237 mg). 
1H-NMR (500 MHz, D2O, δ): 3,78-3,64 ((CH2-CH2-O)10); 3,59 (2); 3,3 (1) und 
3,2-2,5 (PEI-Protonen) ppm. 
 
4.3.10 Synthese von NTA-PEG11-PEI-Maltose (NTA-PEG11-DG, 10) 
Die Verbindung 9 (460 mg; nNH = 10,1 mmol; 1 eq) und D(+)-Maltose 
Monohydrat (37,3 g; 101 mmol; 10 eq) wurden in Natriumboratpuffer (0,01 M; 
150 ml) gelöst. Anschließend erfolgte die Zugabe des Reduktionsmittels 
(Borane-Pyridine Komplex, 8 M Lösung; 101 mmol; 12,8 ml). Die 
Reaktionsmischung wurde bei 50 °C für 7 Tage gerührt. Das Produkt 10 wurde 
mit Hilfe einer Dialyse (MWCO 2000) für 4 Tage gegen destilliertes Wasser 
aufgereinigt und gefriergetrocknet. Die Ausbeute von 10 betrug 70 % (1,02 g). 
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1H-NMR (500 MHz, D2O, δ): 5,3-5,0 (1); 4,3-3,4 (2-6, 2`-6`); 3,70 ((CH2-CH2-
O)10) und 3,2-2,4 (1`, PEI-Protonen) ppm. 
 
4.4 Synthese von dendritischen Glycopolymeren 
4.4.1 Synthese von PEI-Maltose Struktur A (11) 
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PEI25k (300 mg; nNH = 6,7 mmol; 1 eq) und D(+)-Maltose Monohydrat (24,3 g; 
67,3 mmol; 10 eq) wurden in Natriumboratpuffer (0,01 M; 90 ml) gelöst. 
Anschließend erfolgte die Zugabe des Reduktionsmittels (Boran-Pyridin 
n=10 
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Komplex; 8 M Lösung; 58,6 mmol; 7,3 ml). Die Reaktionsmischung wurde für 7 
Tage bei 50 °C gerührt. Das Produkt wurde mit Hilfe einer Dialyse (MWCO 
2000) für 4 Tage gegen destilliertes Wasser aufgereinigt und anschließend 
gefriergetrocknet. Die Ausbeute von 11 betrug 64 % (1,411 g).  
1H-NMR (500 MHz, D2O, δ): 5,3-5,0 (1); 4,3-3,4 (2-6, 2`-6`) und 3,2-2,4 (1`, PEI-
Protonen) ppm. 
 
4.4.2 Synthese von PEI-Maltose Struktur B (12) 
12
N
N
H
H
N
HN
PEI
HO
O
O
HO
OH
OH
HO
HO
OH
HO
R =
1
2 3
45
6
2` 3`
4`5`
6`
R
1`
R
HO
O
O
HO
OH
OH
HO
HO
OH
HO
O
Na-Borat-Puffer, BH3-Pyr
7 d, 50°C
+
N
N
H
NH2
H2N
PEI
 
PEI25k (200 mg, nNH2 = 1,43 mmol, 1 eq) und D(+)-Maltose Monohydrat (515,4 
mg, 1,43 mmol, 1 eq) wurden in Natriumboratpuffer (0.01 M, 25 ml) gelöst. 
Anschließend erfolgte die Zugabe des Reduktionsmittels (Boran-Pyridin 
Komplex, 8 M Lösung, 1,43 mmol, 0,18 ml. Die Reaktionsmischung wurde für 7 
Tage bei 50 °C gerührt. Das Produkt wurde mit Hilfe einer Dialyse (MWCO 
2000) für 3 Tage gegen destilliertes Wasser aufgereinigt und anschließend 
gefriergetrocknet. Die Ausbeute von 12 betrug 93 % (518 mg).  
1H-NMR (500 MHz, D2O, δ): 5,3-5,0 (1); 4,3-3,4 (2-6, 2`-6`) und 3,2-2,4 (1`, PEI-
Protonen) ppm. 
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4.5 Herstellung und physikalische Charakterisierung der 
Polyplexe 
4.5.1 Komplexierung des NTA Derivats mit Ni(II) 
Für die Komplexierung des NTA Derivats der NTA-modifizierten Glycopolymere 
5, 5-RITC und 10 mit Ni(II) wurden 50 mg der Verbindungen 5, 5-RITC und 10 
in 4 ml einer 10 mM Ni(Ac)2 Lösung in Milliporewasser gelöst und über Nacht 
bei RT gerührt. Überschüssiges Ni(Ac)2 wurde mit Hilfe einer Dialyse für 7 h 
gegen destilliertes Wasser entfernt und die aufgereinigten Produkte 
gefriergetrocknet. Da die Hydroxylgruppen der Maltose auch als 
Elektronendonoren für Ni(II)-Ionen fungieren könnten und somit unspezifisch 
mit dem His-tag der Peptide interagieren könnten, wurden 50 mg der 
Verbindung 11 in 4 ml einer 10 mM Ni(Ac)2-Lösung gelöst, über Nacht bei RT 
gerührt und wie oben beschrieben aufgearbeitet. Die Darstellung der Polyplexe 
erfolgte in PBS. Dafür wurden verschiedene Konzentrationen der Verbindungen 
5-Ni(II), 5-Ni(II)-RITC, 10-Ni(II) und 11-Ni(II) in jeweils demselben Volumen an 
PBS vorgelegt und anschließend das Peptid zugegeben. Die Inkubationszeit 
variierte je nach Experiment. So wurden für die DLS Experimente eine 
Inkubationszeit von 16 h bei 4°C verwendet, da nach dieser Inkubationszeit 
qualitativ bessere Größenverteilungen gemessen wurden. Für die anderen 
Experimente wurde eine Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C verwendet. 
 
4.5.2 Charakterisierung der Polyplexe mit Dynamischer Lichtstreuung 
Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung wurden sowohl die Bindungskapazität 
der Ni(II)-NTA-DGs als auch die Stabilität der Polyplexe untersucht. Für die 
Untersuchung der Bindungskapazität der Verbindungen 5-Ni (II), 10-Ni(II), 11-
Ni(II) und 12 wurden Polyplexe mit einem molaren Verhältnis Peptid und Ni(II)-
NTA-DG bzw. PEI-Mal-Ni(II) von 1:1, 2:1, 4:1, 6:1 und 8:1 hergestellt. Dabei 
wurde die Konzentration des Peptids konstant gehalten und die Konzentration 
der Polymere variiert (Tabelle 1). Es wurde eine Konzentrationsreihe der 
Verbindungen 5-Ni(II), 10-Ni(II), 11-Ni(II) und 12 in PBS hergestellt und in einer 
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Mikroküvette vorgelegt. Zu diesen Lösungen wurde das entsprechende Peptid 
(His6-Gp160, His6-P24, P24) zugegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
Desweiteren wurde die Stabilität des gebildeten Chelatkomplexes mit den 
Verbindungen 5-Ni(II) und 10-Ni(II) untersucht. Zur Untersuchung der Stabilität 
des Polyplex 6:1 wurden 65 µl des Polyplex 6:1 zu 435 µl Imidazol in PBS (25-
100 µM) bzw. 20 µl Polyplex 6:1 zu 480 µl PBS (pH 7,4-5,5). Nach 10 min 
wurde der hydrodynamische Radius gemessen. 
 
Tabelle 4-1: Zusammenfassung der verwendeten Konzentrationen für die 
Untersuchung der Bindungskapazität der Verbindungen 5-Ni(II), 10-Ni(II), 11-Ni(II) und 
12 
Polyplex cPeptid [µM] cPolymer [µM] 
1:1 5 5 
2:1 5 2,5 
4:1 5 1,25 
6:1 5 0,8 
8:1 5 0,65 
 
4.5.3 Charakterisierung der Polyplexe mit Fluoreszenzpolarisation 
Die Komplexierung von His6-P24-FITC bzw. His6-Gp160-FITC mit den 
Verbindungen 5-Ni(II), 10-Ni(II), 11-Ni(II) bzw. von P24-FITC mit Verbindung 12 
wurde auch mit Fluoreszenzpolarisation untersucht. In einer schwarzen 96-Well 
Zellkulturplatte wurden ansteigende Konzentrationen der Verbindungen 5-Ni(II), 
10-Ni(II), 11-Ni(II) bzw. 12 in jeweils dem gleichen Volumen vorgelegt. Im 
Anschluss erfolgte die Zugabe von His6-P24-FITC, His6-Gp160-FITC bzw. P24-
FITC. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurde die Fluoreszenzpolarisation mit 
einem Plattenphotometer (infinite 200 pro, TECAN) gemessen. Die Anregungs- 
bzw. Emissionswellenlängen betrugen 485 nm bzw. 516 nm. Zur besseren 
Darstellung der Werte der Fluoreszenzpolarisation wurden diese in relative 
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Werte bezogen auf die Polarisation des Peptids umgerechnet P*=P/PPeptide*100 
%. 
 
Tabelle 4-2: Zusammenfassung der verwendeten Konzentrationen für die 
Untersuchung der Bindungskapazität der Verbindungen 5-Ni(II), 10-Ni(II), 11-Ni(II) und 
12 
Polyplex cPeptid [µM] cPolymer 
[µM] 
Polyplex cPeptid [µM] cPolymer 
[µM] 
1:0,5 5 10,00 4:1 5 1,25 
1:0,75 5 7,50 5:1 5 1,00 
1:1 5 5,00 6:1 5 0,80 
2:1 5 2,50 8:1 5 0,65 
3:1 5 1,75 10:1 5 0,60 
 
4.6 Zellkultur 
4.6.1 Isolation periphärer mononukleärer Zellen (PBMC) 
Die Isolation von Monozyten erfolgte zum einen aus Apheresaten von 3 
freiwilligen Spendern und zum anderen aus PBMCs, welche aus 
aufkonzentriertem Spender Blut (Buffy Coat) gewonnen wurden. Die Buffy 
Coats wurden vom Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes 
bereitgestellt.  
Für die Gewinnung der PBMCs aus den Buffy Coats wurden 75 ml Ficoll 
Trennlösung in Zentrifugenbechern vorgelegt. Das Blut aus den Buffy Coats 
wurde mit 200 ml physiologischer NaCl Lösung verdünnt und je 100 ml 
vorsichtig auf die Ficoll Trennlösung geschichtet. Die Separation der Blutzellen 
erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation (20 min, 980xg, 20 °C). 
Anschließend wurde die aus PBMCs bestehende Interphase in 50 ml Röhrchen 
überführt, mit PBS gewaschen und bei 360xg und 4 °C für 10 min zentrifugiert. 
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Anschließend wurde der Überstand entfernt und die Zellen in 40 ml PBS 
resuspendiert. Für die Zellzahlbestimmung wurde die Suspension mit 5%iger 
Essigsäure verdünnt, um noch vorhandene Erythrozyten zu lysieren. Die 
PBMCs aus den Apheresaten wurden 3 mal mit PBS gewaschen, zentrifugiert 
(360xg, 4 °C, 10 min), in 40 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl wie oben 
beschrieben mit einer Neubauer Zählkammer bestimmt. 
 
4.6.2 Isolation von Monozyten und Differenzierung der Monozyten zu iDCs 
Die gewonnenen PBMCs wurden zentrifugiert und die Zellsuspension in 80 µl 
Puffer (PBS; 2 mM EDTA; 0,5 % BSA) pro 107 PBMCs resuspendiert. Zu der 
Zellsuspension wurden 20 µl CD14-Microbeads pro 107 Zellen gegeben. Nach 
15 min Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen mit 1 ml PBS pro 107 Zellen 
gewaschen und zentrifugiert (360xg, 10 min, 4 °C). Der Überstand wurde 
abdekandiert und die Zellen in 500 µl Puffer (PBS; 2 mM EDTA; 0,5 % BSA) 
resuspendiert. Die Isolation der Monozyten erfolgte durch eine Positivselektion 
am Auto MACS (Program Possel_1) oder mit MACS Einweg-Trennsäulen. Die 
gewonnene Zellsuspension wurde bei 360xg (5 min; 4 °C) zentrifugiert und die 
Zellen in 5 ml RPMI Komplettmedium aufgenommen. Anschließend wurde die 
Zellzahl mit einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Der Anteil an Monozyten in 
den PBMCs eines Spenders betrug zwischen 10 und 14 %. 
Für die Differenzierung der Monozyten zu iDCs, wurde die Zellsuspension auf 
106 Monozyten pro ml mit RPMI Medium verdünnt. Zur Differenzierung der 
Monozyten zu iDC wurden 450 U/ ml GM-CSF und 400 U/ ml IL-4 zu der 
Zellsuspension gegeben. Um zu verhindern, dass die Zellen während der 
Differentiation adhärieren, wurde zusätzlich 2-Mercaptoethanol (50 nM) zu der 
Zellsuspension pipettiert. Es wurden 3 ml der Zellsuspension pro Well in eine 6-
Well-Zellkulturplatte eingesät und für 7 Tage bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert, 
wobei jeden zweiten Tag das Medium gewechselt wurde. Dafür wurde 1 ml aus 
jedem Well in 50 ml Greiner Röhrchen überführt und zentrifugiert (360xg, 10 
min, 25 °C). Nach Abdekandieren des Überstandes wurden die Zellen in 
Medium resuspendiert. Zu der Zellsuspension wurden wiederum 450 U/ ml GM-
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CSF, 400 U/ ml IL-4 und 2-Mercaptoethanol (50 nM) gegeben und jeweils 1 ml 
der Zellsuspension in jedes Well der 6-Well-Zellkulturplatte gegeben. 
Nach 7 Tagen wurden die Zellen geerntet, wobei jedes Well zweimal mit PBS 
gewaschen wurde. Aus den eingesäten Monozyten eines Spenders wurden 
durchschnittlich 20-30 % iDCs erhalten. 
Für die Bestimmung der Reinheit der Monozyten und iDCs wurden 3*105 Zellen 
in Eppendorf Reaktiongefäße überführt, zentrifugiert (5 min, 360xg, 4 °C) und in 
20 µl Puffer (PBS, 2 % BSA, 2 mM EDTA) resuspendiert. Die Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch die Inkubation der Zellen mit 6 µl 
FcR-Blocking für 15 min bei 4 °C. Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert 
(5 min, 360xg, 4 °C) und in 150 µl PBS resuspendiert. Die Zellen wurden auf 3 
FACS Röhrchen aufgeteilt und mit dem entsprechenden Antikörpern für 15 min 
bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit 200 µl PBS und 
Zentrifugation für 5 min bei 360xg wurde der Überstand entfernt und die Zellen 
mit 200 µl 0,5%igem Paraformaldehyd fixiert. Die Bestimmung der Expression 
der Oberflächenrezeptoren erfolgte durchflusszytometrisch unter 
Berücksichtigung der jeweiligen Isotyp-Kontrolle. 
 
4.6.3 Biokompatibiltät  
4.6.3.1 MTT-Test 
Zur Untersuchung der Biokompatibilität der Verbindungen 5, 5-Ni(II) und 12 
wurden 105 iDC/ Well in 96-Well-Rundbodenplatten eingesät. Die Zellen wurden 
mit steigenden Konzentrationen (0,5-20 µM) an 5, 5-Ni(II) bzw. 12 und den 
Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 als Dreifachbestimmung behandelt. Für die 
Kontrollen wurden die Zellen mit DMSO (10 %) und mit Dextran (20 µM) 
behandelt. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2, wurde der Überstand 
entfernt und die Zellen mit dem MTT-Reagenz in PBS (1-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-3,5-diphenylformazan) für 3 h inkubiert (37 °C, 5 % CO2). Dann wurde der 
Überstand entfernt und das gebildete Formazansalz in DMSO gelöst. Die 
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Emission des Formazans wurde mit einem Plattenphotometer gemessen 
(Perkin Elmer LS-50B spectrofluorimeter). 
 
Tabelle 4-3: Zusammenfassung der verwendeten Konzentrationen für die 
zellbiologischen Experimente mit Verbindung 12 und den Polyplexen-W 
Probe cPeptid [µM] cPolymer [µM] 
P24/ P24-FITC 1 - 
12 - 0,4 
Polyplex-W 5:1 1 0,2 
Polyplex-W 2,5:1 1 0,4 
 
4.6.3.2 Apoptose-Nekrose Test 
Es wurden 105 iDCs/Well bzw. 105 Monozyten/Well in 96-Well 
Rundbodenplatten eingesät. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen 
an His6-Gp160 (1, 2 und 4 µM), Verbindung 5-Ni(II) (1-20 µM) bzw. dem 
Polyplex 1:4 (cGp160= 1, 2 bzw. 4 µM; c5-Ni(II)= 4, 8 bzw. 16 µM) für 24 h (bei     
37 °C und 5 % CO2) kultiviert (Dreifachbestimmung). Anschließend wurden die 
Zellen in FACS-Röhrchen überführt, wobei jedes Well 2mal mit 200 µl PBS 
gewaschen wurde. Die FACS Röhrchen wurden mit 3 ml PBS aufgefüllt und für 
10 min bei 360xg zentrifugiert. Dann wurde der Überstand entfernt und die 
Zellen mit 50 µl Annexin V-FITC: PI-Lösung in Bindungspuffer für 15 min 
inkubiert. Anschließend wurde die Annexin V-FITC: PI-Lösung durch Zugabe 
von 150 µl Bindungspuffer verdünnt. Der Anteil an vitalen, apoptotischen und 
nekrotischen Zellen wurde mit FACS bestimmt. 
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Tabelle 4-4: Zusammenfassung der verwendeten Konzentrationen für die 
zellbiologischen Experimente mit der Verbindung 5 und den Polyplexen (Konfokale 
Fluoreszenzmikroskopie Monozyten* bzw. iDCs**) 
Probe cPeptid [µM] cPolymer [µM] 
His6-Gp160/ His6-Gp160-FITC 1, 2* - 
Ni(II)-NTA-DG - 4 
His6-Gp160/NTA-DG 1 4 
Polyplex 1:1 1 1 
Polyplex 1:2 1 2 
Polyplex 1:4 1, 2*, 4** 4, 8*, 16** 
 
4.6.4 Aufnahme der Polyplexe durch Monozyten, iDCs und mDCs 
Es wurden 2,5*105 Monozyten/ Well bzw. 2,5*105 iDCs pro Well in 24 Well 
Zellkulturplatten ausgesät. Die Zellen wurden für 2 h mit His6-Gp160, His6-
Gp160/5 im Verhältnis 1:4, 5-Ni(II) und den Polyplexen 1:1, 1:2 und 1:4 bzw. für 
30 min mit Verbindung 12, P24-FITC und den Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 als 
Doppelbestimmung inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die 
Zellen in FACS-Röhrchen überführt und bei 360xg für 10 min zentrifugiert. Nach 
der Entfernung des Überstandes wurden die Zellen in einer 0,2 M Glycinlösung 
in physiologischer Kochsalzlösung resuspendiert, um unspezifisch gebundenes 
Peptid zu entfernen. Nach etwa 15 s erfolgte die Zugabe von 700 µl PBS. Nach 
erneutem Zentrifugieren für 10 min bei 360xg wurden die Zellen mit 200 µl 
0,5%igem Paraformaldehyd in PBS fixiert. Die Fluoreszenzintensität des 
Peptids wurde mit FACS bestimmt. 
 
4.6.5 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 
Für die konfokale Fluoreszenzmikroskopie wurden die Deckgläschen zuvor mit 
Poly-L-Lysin beschichtet. Dafür wurde auf die zuvor mit Ethanol gereinigten 
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Deckgläschen 300 µl Poly-L-lysin pipettiert. Nach 1 h Inkubation bei 37°C 
wurde das Poly-L-Lysin entfernt und die Deckgläschen 3mal mit PBS 
gewaschen.  
 
4.6.5.1 Ko-Lokalisation der Polyplexe im endosomalen und lysosomalen 
Zellkompartiment 
Es wurden 2,5*105 Zellen/ Well in 24 Well Zellkulturplatten ausgesät und mit 
His6-Gp160-FITC oder Polyplex 1:4 (His6-Gp160-FITC und Verbindung 5-Ni(II)) 
für 15 und 30 min (Monozyten) bzw. 2 h 45 min (iDCs) inkubiert. Nach 
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Zellen in Eppendorf 
Reaktionsgefäße überführt und für 10 min bei 360xg zentrifugiert. Anschließend 
wurden die Zellen in 350 µl PBS resuspendiert und 300 µl der Suspension auf 
die beschichteten Deckgläschen gegeben. Nach 15 min Inkubation bei 37 °C 
wurde der Überstand entfernt und die Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd für 
10 min fixiert. Dann wurde 3mal für jeweils 5 min mit PBS/ 0,1 % BSA 
gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellmembran wurden die Zellen für 5 
min mit 0,5%igem Triton-X inkubiert und anschließend 3mal mit PBS/ 0,1 % 
BSA gewaschen. Die Immunofluoreszenzfärbung von frühen Endosomen und 
Lysosomen erfolgte mit den entsprechenden Antikörpern nach der Anleitung 
des Herstellers. Dabei wurde anti-EEA1 für die Färbung der Membran der 
frühen Endosomen und anti-LAMP1 für die Färbung der Membran der 
Lysosomen verwendet.  
Die Zellen wurden mit 150 µl der primären Antikörperlösung in PBS/ 0,1 % BSA 
(Verdünnung 1:100) für 1 h bei RT inkubiert. Dann wurden die Zellen 3mal für 
jeweils 5 min mit PBS/ 0,1 % BSA gewaschen und mit dem Cy3 gekoppelten 
sekundären Antikörper (150 µl Verdünnung 1:375 für frühes Endosom, 1:750 
für Lysosom) für 1 h inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die 
Zellen 3mal für jeweils 5 min mit PBS/ 0,1 % BSA gewaschen. Die Färbung des 
Zellerkernes erfolgte mit DAPI (Diamidino-2-phenylindiol, 5 µg/ml) für 5 min. 
Dann wurden die Zellen 2mal mit PBS/ BSA und einmal mit PBS gewaschen 
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und die Zellen anschließend in Mouning Medium (Movion (4-88)) eingebettet. 
Die Ränder der Deckgläschen wurden mit Nagellack verdichtet. 
 
4.6.5.2 Ko-Lokalisation von Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-GP160 
Es wurden 2,5*105 Zellen/ Well in 24 Well Zellkulturplatten ausgesät und mit 
His6-Gp160-FITC oder Polyplex 1:4 (His6-Gp160-FITC und Verbindung 5-RITC-
Ni(II) für 15 und 30 min (Monozyten) bzw. 2 h 45 min (iDCs) inkubiert. Nach 
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Zellen in Eppendorf 
Reaktionsgefäße überführt und für 10 min bei 360xg zentrifugiert. Anschließend 
wurden die Zellen in 350 µl PBS resuspendiert und 300 µl der Suspension auf 
die beschichteten Deckgläschen gegeben. Nach 15 min Inkubation bei 37 °C 
wurde der Überstand entfernt und die Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd für 
10 min fixiert. Dann wurde 3mal für jeweils 5 min mit PBS/ 0,1 % BSA 
gewaschen. Die Färbung des Zellkernes erfolgte mit DAPI (5 µg/ml) für 5 min. 
Dann wurden die Zellen 2mal mit PBS/ 0,1 % BSA und einmal mit PBS 
gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen in Mouning Medium (Movion (4-
88)) eingebettet. Die Ränder der Deckgläschen wurden mit Nagellack 
verdichtet. 
 
4.6.6 Einfluss der Polyplexe auf den Phänotyp der immaturen DCs 
Für die Phänotypisierung der immaturen DCs wurden 2,5*105 Zellen pro Well in 
24 Well Zellkulturplatten ausgesät. Die Zellen wurden mit der entsprechenden 
Probe als Doppelbestimmung für 24 h und 48 h inkubiert. Nach Beendigung der 
Inkubationszeit wurden je 50 µl aus jedem Well in ein Eppendorf 
Reaktionsgefäß für die Negativ-Kontrolle überführt. Die restlichen Zellen 
wurden in seperate Eppendorf Reaktionsgefäße pipettiert. Die Zellen wurden 
anschließend für 10 min bei 4 °C und 360xg zentrifugiert, der Überstand 
entfernt und in 20 µl Puffer (PBS, 2 % BSA, 2 mM EDTA) resuspendiert. Zur 
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte die Zugabe von 6 µl FcR-
Blocking. Nach 15 min Inkubation wurden die Zellen für 5 min bei 360xg 
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zentrifugiert und in 150 µl PBS resuspendiert. Jede Probe wurde auf 3 FACS 
Röhrchen aufgeteilt und mit dem entsprechenden Antikörpern für 15 min bei     
4 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 200 µl PBS gewaschen und 
für 5 min bei 360xg zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstandes wurden die 
Zellen mit 200 µl 0,5%igem Paraformaldehyd fixiert. Die Bestimmung der 
Expressionsdichte der Oberflächenrezeptoren erfolgte durchflusszytometrisch. 
 
4.6.7 Einfluss der Polyplexe auf Maturierung der DCs 
Für die Untersuchung des Einflusse der Proben auf die Maturierung der 
immaturen DCs wurden 2,5*105 iDCs/Well in 24 Well Zellkulturplatten eingesät. 
Die Zellen wurden mit der entsprechenden Probe als Doppelbestimmung für    
72 h inkubiert. Nach 24 h erfolgte die Zugabe von 20 ng/ ml LPS. Für die 
Negativ-Kontrolle wurden nach der Inkubationszeit 50 µl Zellsuspension aus 
jeder Behandlung in ein Eppendorf Reaktionsgefäß überführt. Die restlichen 
Zellsuspensionen wurden in seperate Eppendorf Reaktionsgefäße pipettiert. 
Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 4 °C, 360xg), der 
Überstand entfernt und die Zellen in 20 µl Puffer (PBS, 2 % BSA, 2 mM EDTA) 
resuspendiert. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch 
die Zugabe von 6 µl FcR-Blocking (15 min, 4 °C). Anschließend wurden die 
Zellen für 5 min bei 4 °C und 360xg zentrifugiert und in 150 µl PBS 
resuspendiert. Jede Probe wurde auf 3 FACS Röhrchen aufgeteilt und mit den 
entsprechenden Antikörpern für 15 min bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen 
der Zellen mit 200 µl PBS und Zentrifugation für 5 min bei 360xg wurde der 
Überstand entfernt und die Zellen mit 200 µl 0,5%igem Paraformaldehyd fixiert. 
Die Expression der Oberflächenrezeptoren wurde durchflusszytometrisch 
bestimmt. 
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4.6.8 Untersuchung des Einflusses der Polyplexe auf die Migration der 
mDCs 
Für die Untersuchung des Einflusses der Polyplexe auf das Migrationsverhalten 
der mDCs wurden 2,5*105 iDCs/ Well in 24 Well-Zellkulturplatten gesät. Die 
Zellen wurden mit der entsprechenden Probe für 72 h inkubiert. Nach 24 h 
erfolgte die Zugabe von 20 ng/ ml LPS. Nach Beendigung der Inkubationszeit 
wurden die Zellen in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäße überführt, für 10 min 
bei 360xg zentrifugiert und die Zellzahl bestimmt. Dann wurden 105 Zellen/ Well 
in die obere Kammer einer 24 Well Transwellplatte gegeben. In die untere 
Kammer der Platte wurden 600 µl Medium, Medium mit 250 ng/ ml CCL19 oder 
Medium mit 250 ng/ ml CCL21 pipettiert. Nach 3 h Inkubation wurden 500 µl der 
Lösung der unteren Kammer in FACS Röhrchen bzw. 150 µl der Lösung der 
unteren Kammer in eine 96-Well-Zellkulturplatte überführt. Die Anzahl der 
Zellen die durch die Membran migriert waren, wurde mittels FACS (Beckman 
Coulter) bzw. MACS Quant (Miltenji Biotec) bestimmt. 
 
4.6.9 Zytokin-Sekretion von iDCs und mDCs 
Zur Untersuchung des Einflusses der Proben auf die Zytokinausschüttung von 
iDCs und mDCs wurden 2,5*105 iDCs pro Well in 24 Well-Zellkulturplatten 
eingesät. Die Zellen wurden mit His6-Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/ Gp160 
(1:4 ohne Ni(II)) und den Polyplexen 1:1, 1:2 und 1:4 für 24 h jeweils als 
Doppelbestimmung kultiviert. Für die Analyse der Zytokinausschüttung mDCs 
erfolgte nach der Inkubationszeit von 24 h die Zugaben von LPS (20 ng/ ml) 
und eine Kultivierung für weitere 48 h. Nach der Inkubationszeit wurden die 
Zellsuspensionen in Eppendorf Reaktionsgefäße überführt und zentrifugiert 
(360xg, 10 min). Die Überstande wurden in 96-Well Zellkulturplatten übertragen 
und bei -20 °C gelagert.  
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4.6.9.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
Der quantitative Nachweis der Zytokine (Il-6, IL-8, IL-12(p70) und TNF-α) aus 
den Zellkulturüberständen erfolgte mittels ELISA. Dafür wurden 100 µl Capture 
Antibody-Lösung pro Well in 96 well BD Falcon™ ELISA Plates pipettiert und 
für 20 h bei 4 °C inkubiert. Diese Lösung beinhaltete einen Antikörper, gegen 
das entsprechende humane Zytokin und wurde um das 250fache mit 
Beschichtungspuffer verdünnt. Anschließend wurde der Capture-Antibody 
entfernt und 3mal mit 300 µl Waschpuffer gespült. Es schloss sich eine 
Inkubation der Platten für 1 h bei RT mit 200 µl Blockierungspuffer pro Well an. 
Der Blockierungspuffer wurde entfernt und 3mal mit 300 µl Waschpuffer pro 
Well gewaschen. Die Standardlösung und die Proben wurden vor dem 
Aufbringen auf die Platten verdünnt. Aus der Standardlösung, welche eine 
Ausgangskonzentration von 500 pg/ ml hatte, wurde eine Standardreihe mit den 
Konzentrationen 500; 250; 125, 62,5; 31,2; 15,6 und 7,8 pg/ ml hergestellt. Als 
Nullwert diente Verdünnungspuffer, welcher auch für die Verdünnung der 
Proben verwendet wurde. In die Platte wurden pro Well 100 µl Standardlösung 
oder Probe gegeben und für 2 h bei RT inkubiert. Nach 5maligem Waschen der 
Platte mit 300 µl Waschpuffer pro Well, erfolgte die Zugabe von 100 µl 
Markierungspuffer pro Vertiefung. Der Markierungspuffer bestand aus dem 
Detection-Antibody und Enzymreagenz, welche um das 250fache verdünnt 
wurden. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde 7mal gewaschen und 100 µl 
Substratpuffer pro Well in die Platte pipettiert und für 30 min bei RT im Dunkeln 
inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch die Zugabe der Stopplösung beendet. 
Anschließend erfolgten die Messung der optischen Dichte bei 450 nm und die 
Berechnung der Zytokinkonzentration unter Verwendung der durch die 
Standardlösungen erstellten Kalibierungsgerade. 
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5. Ergebnisse und Diskussion 
5.1 Synthese und Charakterisierung von NTA-modifizierten 
Glycopolymeren (NTA-DG) 
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Chelatbildungseigenschaften von Ni(II) für 
den Transport von Antigen-Peptiden zu nutzen. In Gegenwart des NTA-
Liganden und histidin- oder cysteinreichen Polypeptidketten bildet Ni(II) einen 
sehr stabilen Chelatkomplex.93 Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Etablierung 
von Trägersystemen für Antigen-Peptide ist, dass diese definierte 
Komplexierungs- und Freisetzungeigenschaften besitzen.45 Der Chelatkomplex 
sollte solange stabil sein, bis dieser von der Zelle aufgenommen wurde. Nach 
der Endozytose sollte das Peptid vom polymeren Träger freigesetzt werden, um 
ohne sterische Hinderungen im lysosomalen Kompartiment am MHC Klasse II-
Molekül zu binden. Der Chelatkomplex zwischen dem Ni(II)-NTA-Liganden und 
dem His6-Peptid ist stabil bis pH 6. Bei niedrigerem pH-Wert wird das His6-
Peptid, durch die Protonierung der Aminogruppen am Histidin, vom Ni(II)-NTA-
Liganden freigesetzt.64 Da das späte endosomale und lysosomale 
Kompartiment durch einen Abfall des pH-Werts auf pH 6 charaktierisiert ist,67 
bietet die kovalente Anbindung des NTA-Liganden an hochverzweigtes 
Poly(ethylenimin) die Möglichkeit zum Transport von Antigen-Peptiden und zur 
kontrollierten Freisetzung im lysosomalen Kompartiment. Zur Verringerung von 
möglichen sterischen Hinderungen zwischen der Polymeroberfläche und den 
Säuregruppen des NTA-Liganden, wurde (S)-N-(5-Amino-1-carboxypentyl)-
iminodiessigsäure mit zwei verschiedenen PEG-Ketten modifiziert (Abb. 4-1). 
Durch die Modifikation der terminalen und linearen Aminogruppen des NTA-
modifizierten PEI mit Maltose konnte ein hoch biokompatibles Trägersystem 
hergestellt werden. 
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5.1.1 Synthese und Charakterisierung von BOC-PEG3-NTA (2) und Boc-
PEG11-NTA (7) 
Die Synthese von NTA-PEG3-Boc (2) erfolgte durch eine Zweistufenreaktion 
nach einem ähnlichen Protokoll wie von Liu et al. beschrieben.94 Das 
Reaktionsschema ist in Abbildung 5-1A dargestellt. In einer ersten Stufe wurde 
das Phenylcarbamat von Boc-PEG3-NH2 gebildet. Die Reaktion erfolgte durch 
den nukleophilen Angriff der Aminogruppe von Boc-PEG3-NH2 auf die 
Carbonylgruppe von para-Nitrophenylchloroformiat (pNPCF). Nach der 
Reaktionszeit wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 
das Produktgemisch (Boc-TOTA-NCF, 1) durch Extraktion gegen halbgesättigte 
NaHCO3-Lösung von überschüssigen pNPCF aufgereinigt. Die erfolgreiche 
Umsetzung der Aminogruppe zur Carbamatgruppe konnte durch die 1H-NMR-
Signale der Aminogruppe bei 6,03 ppm („3“) und der α-CH2-Gruppe bei 3,38 
(„4“) und durch die Verschiebung der 1H-NMR Signale für die Phenylprotonen 
„2“ und „1“ zu 8,19 ppm bzw. 7,26 ppm im 1H-NMR-Spektrum nachgewiesen 
werden (Abbildung 5-2). Das Zwischenprodukt 1 wurde in einer hohen 
Ausbeute (93 %) erhalten.  
Im nächsten Schritt erfolgte die Anbindung des aktivierten PEG3-Spacers 1 an 
(S)-N-(5-Amino-1-carboxypentyl)iminodiessigsäure (NTA-Derivat). Das für die 
Synthese verwendete NTA-Derivat war kommerziell mit einer aliphatischen 
Kohlenstoff-Kette (C4) erhältlich. 
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Abb. 5-1: Synthese von A) BOC-PEG3-NTA (2) und B) Boc-PEG11-NTA (7) und 
anschließende Entschützung 
 
Die Synthese von NTA-PEG3-Boc erfolgte durch den nukleophilen Angriff der 
Aminogruppe des NTA-Derivates an den Carbonylkohlenstoff der 
Carbamatgruppe des aktivierten PEG3-Spacers 1. Das Produkt wurde isoliert 
und der Erfolg der Reaktion mit 1H- und 13C-NMR Spektroskopie nachgewiesen.  
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Abb. 5-2: 1H-NMR und 13C-NMR-Spektrum von BOC-PEG3-NTA (2) in DMSO-d6 
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Die Bildung der Harnstoffgruppe konnte durch das 1H-NMR-Signal bei 5,78 ppm 
im 1H-NMR-Spektrum und durch das 13C-NMR Signal bei 158,17 ppm im 13C-
NMR-Spektrum nachgewiesen werden. Des Weiteren verschoben sich die 1H-
NMR-Signale der α-CH2 Gruppen „12“ und „8“ zu 3,01 ppm bzw. 2,92 ppm. Das 
Produkt 2 wurde mit einer Ausbeute von 87 % erhalten.  
Die Anbindung von Boc-PEG11-NH2 an das NTA-Derivat erfolgte analog der 
oben beschriebenen Reaktion. Das Reaktionsschema ist in Abbildung 5-1B 
dargestellt. Jedoch konnte das Phenylcarbamat (6) des PEG11-Spacers nicht 
aufgearbeitet werden, da die Carbamatgruppe in Gegenwart von Wasser 
hydrolysierte. Die Anbindung des PEG11-Spacers an das NTA-Derivat wurde 
durch die 1H- und 13C-NMR-Signale der Harnstoffgruppe bei 5,89 ppm („9“) und 
5,79 ppm („11“) im 1H-NMR-Spektrum und bei 158,04 ppm („10“) im 13C-NMR-
Spektrum nachgewiesen. Des Weiteren kam es zu einer Verschiebung der 1H-
NMR-Signale der α-CH2-Gruppen zu 3,12 ppm („12“) und 2,93 ppm („8“) im 
1H-
NMR-Spektrum. Das Produkt 7 (NTA-PEG11-Boc) wurde auch mit einer hohen 
Ausbeute von 77 % erhalten.  
Im Anschluss erfolgte die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe der Verbindungen 
2 und 7 durch eine säurekatalysierte Hydrolyse. Nach der Entfernung des 
Lösungsmittels am Hochvakuum wurde das entschützte Produkt 3 (NH2-PEG3-
NTA) und 8 (NH2-PEG11-NTA) für die Anbindung an hochverzweigtes PEI ohne 
weitere Aufarbeitung weiterverwendet. 
 
5.1.2 Synthese und Charakterisierung von NTA-PEG3-PEI (3) und NTA-
PEG11-PEI 
Für die Synthese von NTA-modifiziertem PEI, wurde hochverzweigtes PEI 
(PDI=2,6) einer zahlengemittelten Molmasse von 9600 g/mol verwendet. Die 
Verwendung dieses Polymers basierte darauf, dass schon vorher gezeigt 
werden konnte, dass die Transfektionsrate durch hochverzweigtes PEI dieser 
Molmasse deutlich erhöht ist.8 Das hochverzweigte PEI wurde zuvor mit 13C-
NMR Spektroskopie charakterisiert, um den Anteil an terminalen, linearen und 
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dendritischen Einheiten zu bestimmen und daraus den Verzweigungsgrad zu 
berechnen. Der Verzweigungsgrad des Polymers betrug 58 %. Das 
Reaktionsschema für die Synthese von NTA-PEG3-PEI (4) und NTA-PEG11-PEI 
(9) ist in Abbildung 5-3 dargestellt. Die Anbindung von NTA-PEG3-NH2 (3) und 
NTA-PEG11-NH2 (8) an das hochverzweigte PEI erfolgte wiederum durch die 
vorherige Bildung des Phenylcarbamates der Verbindungen 3 und 8 unter 
Verwendung von pNPCF als Aktivierungsreagenz. Die Phenylcarbamate der 
Verbindungen 3 und 8 wurden ohne weitere Aufarbeitung zu einer Lösung von 
PEI in trockenem DMSO gegeben. 
N
N
H
NH2
H2N
Cl
NO2O
O
O
O
OH
NH
O
N
OH
OHO
O
N
H
O O
H
NN
N
H
H
N
H2N
a) Pyr, THF/DMSO, 20 h, RT
b) DMSO, 20 h, RT
+
n= 10
1
2
PEI
PEI
+
O
OH
NH
O
N
OH
OHO
O
H
NO OH3NCl
-
n
n
8
9
N
N
H
NH2
H2N
O
HO
NH
O
N
OH
OHO
O
H
NO
OOH3N
Cl
NO2O
O
O O
OH
NH
O
N
OH
OHO
O
H
NO
O
O
H
NN
N
H
H
N
H2N
7 6
5 4
3 2
PEI
a) Pyr, THF/DMSO, 20 h, RT
b) DMSO, 20 h, RT
8 1
+
PEI
+
Cl-
3
4
A
B
 
Abb. 5-3: Synthese von A) NTA-PEG3-PEI (4) und B) NTA-PEG11-PEI (9) 
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Abb. 5-4: 1H-NMR-Spektrum von A) NTA-PEG3-PEI (4) und B) NTA-PEG11-PEI (9) in 
D2O 
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Die Produkte 4 und 9 wurden mit 1H-NMR Spektroskopie charakterisiert 
(Abbildung 5-4). Die erfolgreiche Anbindung von 3 an hochverzweigtes PEI 
konnte durch die 1H-NMR-Signale der PEG3-Kette bei 3,72-3,64 ppm („3“-„6“) 
und die 1H-NMR-Signale der CH2-Gruppen bei 3,59 („2“ und „7“) bzw. 1,72 ppm 
(„1“ und „8“) nachgewiesen werden.  
Die kovalente Anbindung von NTA-PEG11-NH2 (8) an das hochverzweigte PEI 
wurde durch das 1H-NMR-Signal der PEG11-Kette bei 3,78-3,64 ppm und der 
1H-NMR-Signale der CH2-Gruppen „1“ und „2“ bei 3,59 ppm nachgewiesen.  
Da die Spektren in D2O aufgenommen wurden und es in dem Lösungsmittel 
zum Deuterium-Wasserstoffaustausch kommt, konnten die Signale der 
Harnstoffgruppe nicht identifiziert werden. Da das 1H-NMR-PEG-Signal mit 
keinen anderen Signalen in den 1H-NMR Spektren überlagert war, konnte der 
Anteil an gebundenen NTA-PEG3 und NTA-PEG11 abgeschätzt werden. Dieser 
betrug für beide Verbindungen durchschnittlich 5-6 angebundene NTA-PEG3- 
bzw. NTA-PEG11-Liganden. Die Ausbeuten für die Verbindungen 4 und 9 
betrugen 75 % und 77 %. 
 
5.1.3 Synthese und Charakterisierung von NTA-PEG3-PEI-Maltose (5) und 
NTA-PEG11-PEI-Maltose (10) 
Für die Modifikation der Aminogruppen der Verbindungen 4 und 9 mit Maltose 
wurde die dense-shell Struktur oder auch Struktur A der Maltosehülle gewählt. 
Diese Oligosaccharidhülle ist gekennzeichnet durch eine nahezu vollständige 
Umsetzung der primären und sekundären Aminogruppen mit Maltose.53 Das 
Glycopolymer hat somit eine nahezu neutrale Ladungsdichte bei 
physiologischem pH-Wert. Dies erhöht zum einen die Biokompatibilität der 
Polymere und zum anderen werden unerwünschte nicht-spezifische 
Wechselwirkungen der Polymeroberfläche mit den Peptiden vermieden.  
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Abb. 5-5: Synthese von NTA-PEG3-PEI-Maltose (5) und NTA-PEG11-PEI-Maltose (10) 
 
Die Synthese von NTA-PEG3-PEI-Maltose und NTA-PEG11-PEI-Maltose 
erfolgte durch reduktive Aminierung unter Verwendung eines zehnfachen 
Überschusses an D-(+)-Maltose Monohydrat und dem Reduktionsmittel BH3-
Pyridin Komplex bezogen auf die Aminofunktionalitäten von PEI.53 Bei der 
reduktiven Aminierung erfolgt zuerst ein nukleophiler Angriff der Aminogruppe 
des PEI an der Aldehydgruppe der Maltose. Im Anschluss erfolgt die Reduktion 
durch den Boran-Pyridin-Komplex des entstandenen Imins zum Amin. Nach 
einer Reaktionszeit von 7 Tagen wurde das Produkt mit Hilfe einer Dialyse 
gegen destilliertes Wasser gereinigt. Die Verbindungen 5 und 10 wurden mit 
einer Ausbeute von 94 % bzw. 70 % erhalten. Die Anbindung der Maltose und 
die Reinheit der Produkte 5 und 10 wurde mit 1H-NMR Spektroskopie 
untersucht (Abbildung 5-6). Das 1H-NMR Spektrum ließ aufgrund der 
Überlagerung der Signale keine Aussage zum Substitutionsgrad der Maltose 
zu. 
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Abb. 5-6: 1H-NMR-Spektrum von NTA-PEG3-PEI-Maltose (5) und NTA-PEG11-PEI-
Maltose (10) 
Aus diesem Grund wurde für die Bestimmung der Anzahl an gebundener 
Maltose und zur Berechnung der Molmasse die Methode der Elementaranalyse 
herangezogen. Mit Hilfe des relativen Kohlenstoff- und Stickstoffanteiles konnte 
der Substitutionsgrad an Maltose mit folgender Formel berechnet werden:53 
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Die Ergebnisse der Elementaranalyse sind in Tabelle 5-1 dargestellt. 
 
Tabelle 5-1: Darstellung der durchschnittlichen Anzahl an gebundener Matose, des 
Substitutionsgrades an Maltose und Molmassen der Verbindungen 5 und 10 
Verbindung Durchschnittliche Anzahl an 
gebundener Maltose 
Substitutionsgrad 
[%] 
Mn [g/mol] 
5 184 84 72900 
10 176 80 72300 
 
5.2 Synthese und Charakterisierung von PEI-Maltose Struktur A (11) und 
PEI-Maltose Struktur B (12) 
Für die Untersuchung unspezifischer Wechselwirkungen zwischen den 
Peptiden und der Oligosaccharidhülle wurde zusätzlich ein PEI-Maltose mit 
Struktur A (PEI-Mal A, 11) ohne NTA-Modifizierung synthetisiert. Die Synthese 
erfolgte analog der Synthese der NTA-modifizierten Glycopolymere mit der 
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reduktiven Aminierung unter Verwendung eines zehnfachen Überschusses an 
D-(+)-Maltose Monohydrat und dem Reduktionsmittel BH3-Pyridin Komplex. 
Des Weiteren erfolgte für die Untersuchung der elektrostatischen 
Wechselwirkung von positiv geladenem PEI-Maltose mit negativ geladenen 
Peptiden die Synthese von PEI-Maltose Struktur B (PEI-Mal B). In der Struktur 
B sind hauptsächlich die primären Aminogruppen mit Maltose monosubstituiert. 
Die Reaktion zu PEI-Mal B erfolgte durch Verwendung eines stöchiometrischen 
Verhältnisses von 1:1 zwischen den Aminofunktionalitäten von PEI und D-(+)-
Maltose Monohydrat und dem Reduktionsmittel BH3-Pyridin Komplex. Nach der 
Reaktionszeit wurden die Produkte 11 und 12 mit einer Dialyse gegen 
destilliertes Wasser aufgereinigt und mit 1H-NMR Spektroskopie charakterisiert. 
Der Substitutionsgrad an Maltose und die Molmasse wurden mit Hilfe der Daten 
der Elementaranalyse bestimmt. Diese sind in Tabelle 5-2 dargestellt. 
 
Tabelle 5-2: Darstellung der durchschnittlichen Anzahl an gebundener Maltose, des 
Substitutionsgrades an Maltose und der Molmassen der Verbindungen 11 und 12 
Verbindung Durchschnittliche Anzahl 
an gebundener Maltose 
Substitutionsgrad 
[%] 
Mn [g/mol] 
11 190 86 71500 
12 53 24 27000 
 
5.3 Charakterisierung der Polyplexe 
5.3.1 Charakterisierung von Peptid-Ni(II)-NTA-DG mit Fluoreszenz-
polarisation 
Die Komplexierung des NTA-Liganden mit Ni(II) an NTA-PEG3-DG (5) und 
NTA-PEG11-PEI-DG (10) erfolgte wie im Abschnitt 4.5.1 beschrieben (Abb. 5-
7). Zusätzlich wurde auch die Verbindung 11 (PEI-Mal A) in einer Ni(Ac)2-
Lösung gelöst und analog wie die Verbindungen 5-Ni(II) und 10-Ni(II) 
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aufgereinigt. Dies diente dazu, eventuelle unspezifische Wechselwirkungen der 
Peptide mit der Oligosaccharidoberfläche zu identifizieren.  
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Abb. 5-7: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Ni(II)-NTA-DG und His6-
Peptiden. 
 
Die Bildung der Polyplexe erfolgte mit His6-Gp160 und His6-P24 in 
verschiedenen molaren Verhältnissen zwischen dem Peptid und den 
Verbindungen 5-Ni(II), 10-Ni(II) und 11-Ni(II). Die erfolgreiche Chelatbildung 
zwischen dem Ni(II)-NTA-Liganden der Verbindungen 5-Ni(II) und 10-Ni(II) und 
den Aminogruppen der Histidineinheiten der Peptide wurde zuerst mit 
Fluoreszenzpolarisation untersucht. Bei der Fluoreszenzpolarisation wird die 
Probe mit linear polarisiertem Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt. 
Durch die Intensität des emittierten Lichts können Aussagen über die 
Größenverhältnisse zwischen den unterschiedlichen Proben getroffen werden. 
Dies basiert darauf, dass kleinere Moleküle schneller rotieren als größere und 
somit bei größeren Molekülen die Richtung des polarisierten Lichts sich weniger 
verändert.87 Mit Hilfe der Fluoreszenzpolarisation konnte deshalb eine erste 
Aussage getroffen werden, ob die Peptide an dem NTA-Liganden über die 
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Chelatbildung mit Ni(II) komplexiert waren. Das Ergebnis der 
Fluoreszenzpolarisation ist in Abbildung 5-8 dargestellt. 
 
 
Abb. 5-8: Änderungen in der Fluoreszenzpolarisation von A) His6-Gp160-FITC und B) 
His6-P24-FITC nach der Inkubation der Peptide mit steigenden Konzentrationen an 
PEI-Mal +Ni(II) (11-Ni(II)), Ni(II)-NTA-PEG3-DG (5-Ni(II)) und Ni(II)-NTA-PEG11-DG 
(10-Ni(II)). cPeptid-FITC= 5 µM; λAbs= 485 nm; λEm= 516 nm; 37°C; 0,15 M PBS; pH 7,4. 
Die Daten repräsentieren zwei unabhängige Experimente, welche jeweils als 
Dreifachbestimmung durchgeführt wurden. 
 
Die dargestellten Fluoreszenzpolarisationen sind die relativen Werte bezogen 
auf die Fluoreszenzpolarisation von His6-Gp160-FITC und His6-P24-FITC, 
welche auf 100 % gesetzt wurde. Die Inkubation von PEI-Mal A (11-Ni(II)) mit 
His6-Gp160-FITC bzw. His6-P24-FITC führte nur zu einer geringen Änderung 
der Werte der Fluoreszenzpolarisation. Dies zeigte, dass es kaum 
unspezifische Wechselwirkungen der Peptide mit der Oberfläche des 
Glycopolymers gab. Jedoch erhöhte sich die Fluoreszenzpolarisation mit 
steigender Konzentration an Ni(II)-NTA-PEG3-DG und Ni(II)-NTA-PEG11-DG 
infolge der Bildung des Chelatkomplexes zwischen Ni(II)-NTA-DG und den 
Peptiden. Die Polarisationswerte waren für die Polyplexe der Verbindung 5-
Ni(II) größer als für 10-Ni(II), da es bei Verbindung 10-Ni(II) zu einer geringeren 
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Aggregation kam. Aufgrund möglicher Aggregation bei höheren 
Polymerkonzentrationen95 kam es jedoch nicht zur Ausbildung eines Plateaus.9 
Wie viele Peptide an die Ni(II)-NTA-DGs komplexiert waren, ging deshalb nicht 
aus den Ergebnissen der Fluoreszenzpolarisation hervor.  
 
5.3.2 Untersuchung der Bindungskapazität der Ni(II)-NTA-DGs mit 
Dynamischer Lichtstreuung 
Da die Ergebnisse der Fluoreszenzpolarisation keine Aussage über die 
Bindungskapazität der Ni(II)-NTA-DGs zuließen, wurde diese mit der Methode 
der dynamischen Lichtstreuung (DLS) untersucht. Mit Hilfe der DLS konnten 
Änderungen in den hydrodynamischen Radien der Polyplexe besser untersucht 
werden als mit der Fluoreszenzpolarisation. Durch die Veränderung der 
hydrodynamischen Radien der Polyplexe im Vergleich zum Ni(II)-NTA-DG 
konnte auf die Anzahl an komplexierten Peptiden geschlossen werden. Zur 
Untersuchung der Bindungskapazität von Ni(II)-NTA-PEG3-DG (5-Ni(II)) und 
Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)) wurden diese mit steigenden 
stöchiometrischen Verhältnissen an His6-Gp160 und His6-P24 und 5-Ni(II) und 
10-Ni(II) inkubiert. Die Ergebnisse zur Untersuchung der Bindungskapazität von 
5-Ni(II) und 10-Ni(II) mit His6-Gp160 sind in Abbildung 5-9 dargestellt. Die 
hydrodynamischen Radien von Verbindung 5-Ni(II) und 10-Ni(II) vergrößerten 
sich bis zu einem molaren Anteil an His6-Gp160 von 6. Bei einem 
stöchiometrischen Verhältnis von His6-Gp160 und Ni(II)-NTA-DG von 8:1 war 
keine Änderung des hydrodynamischen Radius beider Polymere mehr 
erkennbar. Dies ließ darauf schließen, dass 6 His6-Gp160 Moleküle an die 
NTA-Liganden der Verbindungen 5-Ni(II) und 10-Ni(II) komplexiert werden 
konnten. Dieses Ergebnis stand im Einklang mit den aus den NMR-Spektren 
der Verbindungen 4 und 9 bestimmten angebundenen NTA-Liganden, welche 
mit 5-6 kovalent an das PEI gebundenen NTA-Liganden berechnet wurden. Der 
Zuwachs in der Größe der Polyplexe basierte zudem auf der Bindung der 
Chelatkomplexe zwischen den Ni(II)-NTA-Liganden und den Histidin Einheiten 
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von His6-Gp160, da die Inkubation von PEI-Mal A +Ni(II) (11-Ni(II)) mit His6-
Gp160 zu keiner Änderung in der Größenverteilung führte. 
 
 
Abb. 5-9: Bindungskapazität von Ni(II)-NTA-PEG3-DG und Ni(II)-NTA-PEG11-DG. His6-
Gp160 (cPeptid= 5 µM) wurde mit steigenden Konzentrationen an A) Ni(II)-NTA-PEG3-
DG (5-Ni(II)), B) Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)) und C) PEI-Mal + Ni(II) (11-Ni(II)) 
inkubiert. Die hydrodynamischen Radien wurden mit DLS bestimmt. 
 
Die Bindungskapazität von Verbindung 5-Ni(II) und 10-Ni(II) wurde zudem noch 
mit His6-P24 untersucht, um die oben beschriebenen Ergebnisse zu bestätigen. 
In Abbildung 5-10 ist die Bindungskapazität von 5-Ni(II) und 10-Ni(II) unter 
Verwendung von His6-P24 dargestellt.  
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Abb. 5-10: Bindungskapazität von Ni(II)-NTA-PEG3-DG und Ni(II)-NTA-PEG11-DG. 
His6-P24 (cPeptid= 5 µM) wurde mit steigenden Konzentrationen an A) Ni(II)-NTA-PEG3-
DG (5-Ni(II)), B) Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)) und C) PEI-Mal +Ni(II) (11-Ni(II)) 
inkubiert. Die hydrodynamischen Radien wurden mit DLS bestimmt. 
 
Aus den DLS Resultaten war erkennbar, dass sich die Größenverteilungen der 
Verbindung 5-Ni(II) und 10-Ni(II) bis zu einem stöchiometrischen Verhältnis von 
Peptid zu Polymer von 6:1 zu größeren nm-Bereichen verschoben. Diese 
Vergrößerung der hydrodynamischen Radien basierte wiederum auf der 
spezifischen Wechselwirkung zwischen Ni(II)-NTA-DG und den His6-P24, da 
die Inkubation von PEI-Mal A +Ni(II) mit dem Peptid zu keiner Änderung in den 
Größenverteilungen des unmodifizierten Polymers führte (Abb. 5-10C). Die 
höhere Anzahl an hydrophilen Aminosäureseitenketten von His6-P24 im 
Gegensatz zu His6-Gp160 führte des Weiteren bei größeren molaren 
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Verhältnissen von His6-P24 zu Ni(II)-NTA-DG zur Aggregation der Polyplexe in 
Folge nicht-kovalenter Wechselwirkungen (z. B. Wasserstoffbrücken-
bindungen).  
 
5.3.3 Stabilität von Peptid-Ni(II)-NTA-DGs 
Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von polymeren 
Trägermolekülen ist die Stabilität des gebildeten Biokonjugates. Diese sollten 
solange stabil sein, bis sie von der Zelle aufgenommen wurden. Die Stabilität 
von Polyplex 6:1 wurde in Abhängigkeit von der Imidazolkonzentration 
untersucht. Imidazol wird in der Metallaffinitätschromatographie zur Elution von 
Proteinen unter nativen Bedingungen verwendet. Das Imidazol verdrängt dabei 
das His6-Peptid und geht dabei selbst einen Chelatkomplex mit Ni(II) ein.
64 
Die Stabilität des Chelatkomplexes zwischen His6-Gp160 bzw. His6-P24 und 
Ni(II)-NTA-DG in Abhängigkeit von der Imidazolkonzentration ist in Abbildung 
5-11 dargestellt. Der Polyplex 6:1 bestehend aus Ni(II)-NTA-PEG3-DG bzw. 
Ni(II)-NTA-PEG11-DG mit His6-Gp160 war stabil bis zu einer 
Imidazolkonzentration von unter 50 µM. (Abb. 5-11A/B) Über dieser 
Konzentration kam es zur langsamen Verdrängung des His6-Gp160 von der 
Oberfäche der Ni(II)-NTA-DGs. Bei einer Konzentration an Imidazol von 100 µM 
wurden alle 6 Peptide vom Ni(II)-NTA-Liganden verdrängt. In der 
Metallaffinitätschromatographie wird eine Konzentration an Imidazol von 50-
100 µM für die spezifische Elution von His6-Proteinen verwendet.
14 Dies zeigte, 
dass der Polyplex 6:1 zwischen Ni(II)-NTA-DG und dem His6-Gp160 sowohl auf 
der Bildung des Chelatkomplexes basiert als auch sehr stabil war.  
Die Untersuchung der Stabilität von Polyplex 6:1 mit His6-P24 in Abhängigkeit 
von der Imidazolkonzentration ist in Abbildung 5-11 C/D dargestellt. Bei dem 
Polyplex 6:1 bestehend aus Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-P24 (Abb. 5-11C) 
wurden die Aggregate bei einer Imidazolkonzentration von 25 µM abgebaut. 
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Abb. 5-11: Stabilität von Polyplex 6:1 in Abhängigkeit von der Imidazolkonzentration. 
A) Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-Gp160, B) Ni(II)-NTA-PEG11-DG und His6-Gp160, C) 
Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-P24 und D) Ni(II)-NTA-PEG11-DG und His6-P24 im 
stöchiometrischen Verhältnis von 6:1 wurden zu Imidazollösungen verschiedener 
Konzentrationen in PBS pipettiert. Nach 10 min wurde der hydrodynamische Radius 
mit DLS gemessen. 
 
Dieses Ergebnis stand wiederum im Einklang mit der Imidazolkonzentration, 
welche zur Elution von unspezifisch gebundenen Peptiden in der Metall-
affinitätschromatographie verwendet wurde.14 Erst ab einer Imidazol-
konzentration von 50 µM wurde das His6-P24 von dem Ni(II)-NTA-Liganden 
verdrängt. Dies zeigte die hohe Stabilität der Polyplexe. Die gebildeten 
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Aggregate von Polyplex 6:1 (Ni(II)-NTA-PEG11-DG und His6-P24, Abb. 5-11D) 
wurden bis zu einer Imidazolkonzentration von 50 µM nicht zerstört. Dies 
deutete darauf hin, dass der Chelatkomplex mit His6-P24 und Ni(II)- NTA-
PEG11-DG in ein anderes Ni(II)-NTA-PEG11-DG hineinragte. Aufgrund von 
sterischen Hinderungen durch die dichte Oligosaccharidoberfläche war der 
P24-His-Ni(II)-NTA-PEG11-DG Komplex für das Imidazol nicht zugänglich. Erst 
bei einer höheren Imidazolkonzentration konnten die Aggregate abgebaut 
werden und das His6-P24 vom Ni(II)-NTA-Liganden durch Imidazol verdrängt 
werden. 
 
5.3.4 Freisetzung der Peptide vom NTA-Liganden 
Nachdem die Stabilität der Polyplexe nachgewiesen wurde, stellte sich die 
Frage, was mit dem Polyplex nach erfolgter Aufnahme in den Zellen geschieht. 
Für die Anwendung der Ni(II)-NTA-DGs als Trägersystem für Antigen-Peptide 
ist es notwendig, dass die Peptide nach der Aufnahme der Polyplexe in die 
Zelle freigesetzt werden. Wenn der Polyplex nach der Endozytose noch stabil 
ist, besteht die Möglichkeit, dass die Bindung des Peptids in der 
Bindungstasche des MHC Klasse II-Moleküls durch die Polymeroberfläche 
sterisch gehindert wird.11 Der Prozess der Endozytose ist gut erforscht.67 Nach 
der Aufnahme des Antigens oder Pathogens wandert das entstandene frühe 
Endosom Richtung endoplasmatisches Retikumlum.67 Währenddessen fällt der 
pH-Wert auf unter pH 6 ab,96 ein pH-Bereich in welchem saure Amidasen, wie 
Cathepsin S, ihre höchste Aktivität besitzen und das Antigen fragmentiert wird. 
Nach der Fusionierung mit MHC Klasse II-Molekül reichen Lysosomen bindet 
das Antigen-Peptid in der Bindungstasche des MHC Klasse II-Moleküls.72 Die 
Freisetzung von His6-Gp160 (Abb. 5-12A/B) und His6-P24 (Abb. 5-12C/D) vom 
Ni(II)-NTA-Liganden des Polyplexes 6:1 wurde bei sinkendem pH-Wert 
untersucht, um festzustellen, ob das Antigen-Peptid am MHC Klasse-II Molekül 
ohne sterische Hinderungen durch die Oligosaccharidoberfläche, binden kann.  
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Abb.: 5-12 Freisetzung der Peptide im Polyplex 6:1 in Abhängigkeit vom pH-Wert. Der 
hydrodynamische Radius von A) Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-Gp160, B) Ni(II)-NTA-
PEG11-DG und His6-Gp160, C) Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-P24 und D) Ni(II)-NTA-
PEG11-DG und His6-P24 wurde bei sinkendem pH-Wert mit DLS bestimmt. 
 
Im leicht sauren pH-Bereich sollte eine Protonierung der Aminogruppen der 
Histidineinheiten erfolgen, was wiederum zur Folge hat, dass diese nicht mehr 
als Elektronendonoren für Ni(II) zur Verfügung stehen und die Peptide 
letztendlich von dem Ni(II)-NTA-Liganden freigesetzt werden. Hainfeld et al. 
beschrieben, dass der Peptid-His6-Ni(II)-NTA-Komplex bis zu einem pH-Wert 
von 6 und der Ni(II)-NTA-Komplex bis etwa pH 2,5 stabil ist.14 Die Freisetzung 
von His6-Gp160 und His6-P24 vom Polyplex 6:1 der Verbindungen Ni(II)-NTA-
PEG3-DG (5-Ni(II)) und Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)) wurde in Abhängigkeit 
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vom pH-Wert mit DLS bestimmt. In Abbildung 5-12 ist dargestellt, dass sich 
die Größenverteilungen von Polyplex 6:1 der Verbindungen 5-Ni(II) und 10-
Ni(II) mit sinkendem pH-Wert zu kleineren nm-Bereichen verschoben. Somit 
wuden die Peptide His6-Gp160 bzw. His6-P24 im Polyplex 6:1 der Verbindung 
5-Ni(II) und His6-P24 im Polyplex 6:1 der Verbindung 10-Ni(II) ab einem pH-
Wert von 6 freigesetzt. Bei einem pH-Wert von 5,5 lagen Peptid und Ni(II)-NTA-
DG als isolierte Komponenten vor. Im Polyplex 6:1 der Verbindung 10-Ni(II) 
wurde der Chelatkomplex schon bei pH 6 vollständig durch die Protonierung der 
Histidineinheiten des His6-Gp160 zerstört, was zur Freisetzung des Peptids 
führte. 
Durch Freisetzung von His6-Gp160 und His6-P24 vom polymeren Träger wurde 
deutlich, dass die Peptide im späten und lysosomalen Kompartiment der Zelle 
als isolierte Komponenten vorliegen würden und in der Bindungstasche des 
MHC Klasse II-Moleküls binden könnten. Dies zeigt, dass die Ni(II)-NTA-DGs 
als potentielle Trägermoleküle für Antigen-Peptide Anwendung finden können. 
 
5.3.5 Ergebnisse der Charakterisierung der Polyplexe-W über 
elektrostatische Wechselwirkungen 
Die Komplexierung von Peptiden kann weiterhin über elektrostatische 
Wechselwirkungen zwischen der positiv geladenen Polymeroberfläche und 
negativ geladenen Aminosäureseitenketten des Peptids erfolgen. Die 
Untersuchung der Polyplexbildung über elektrostatische Wechselwirkungen 
erfolgte mit PEI-Maltose Struktur B (PEI-Mal B) und P24-FITC (Polyplexe-W) 
unter Verwendung der Fluoreszenzpolarisation. Dabei wurde die Konzentration 
an P24-FITC konstant gehalten und mit steigenden molaren Verhältnissen an 
PEI-Mal B für 1 h bei 37°C inkubiert. In Abbildung 5-13A sind die relativen 
Werte der Fluoreszenzpolarisation bezogen auf die Polarisation von P24-FITC 
dargestellt. Es ist erkennbar, dass mit steigender Konzentration des Polymers 
die relativen Werte Fluoreszenzpolarisation anstiegen. Dies zeigte, dass eine 
Komplexierung zwischen den Aminogruppen des PEI-Mal B und den negativ 
geladenen Aminosäureseitenketten des Peptids stattfand. Es konnte jedoch 
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nicht auf die Anzahl an komplexierten Peptiden an der Peripherie des Polymers 
geschlossen werden. Deshalb wurde die Bindungskapazität von PEI-Mal B 
unter Verwendung der Methode der dynamischen Lichtstreuung bestimmt. Die 
Resultate sind in Abbildung 5-13B dargestellt. Es ist erkennbar, dass die 
Größenverteilungen mit steigendem molarem Verhältnis zwischen dem Polymer 
und dem Peptid zu höheren nm-Bereichen verschoben wurden. Ab einem 
molaren Verhältnis von P24 und PEI-Mal B von 6:1 war keine Änderung in der 
Größenverteilung mehr erkennbar. Somit konnten durchschnittlich 6 Peptide an 
der Oberfläche von PEI-Mal B komplexiert werden. 
 
 
Abb. 5-13: A) Änderungen in der Fluoreszenzpolarisation von P24-FITC nach der 
Inkubation mit steigenden Konzentrationen an PEI-Mal B (cPeptid-FITC= 5 µM; λAbs= 485 
nm; λEm= 516 nm; 37°C; 0,15 M PBS; pH 7,4) B) Bindungskapazität von PEI-Mal B. 
P24 (cPeptid= 5 µM) wurde mit steigenden Konzentrationen an PEI-Mal B inkubiert. Die 
hydrodynamischen Radien wurden mit DLS bestimmt. 
 
Ein weiterer wichtiger Punkt für die Etablierung von Trägersystemen für 
biomedizinische Anwendungen ist, dass der Polyplex-W stabil ist, bis dieser von 
der Zelle aufgenommen wird. Da es während des Prozesses der Endozytose zu 
einem Abfall des pH-Wertes im späten endosomalen und lysosomalen 
Kompartiment unter pH 6 kommt,67 sollte das Peptid bei leicht saurem pH-Wert 
vom Polymer dissoziieren. Die pH-abhängige Freisetzung von Peptiden von 
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kationischen dendritischen Polymeren wurde bisher noch nicht untersucht.6,7 Es 
konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass der Abbau von Oligonukleotiden bei 
pH 4,6 durch die Komplexierung der Oligonukleotide an PPI-G4-
Glycodendrimere verringert wird.97 Dies deutet darauf hin, dass keine 
Freisetzung der Oligonukleotide bei niedrigen pH-Wert erfolgt. Da für die 
Etablierung von polymeren Trägern für DC-basierte Immuntherapie die 
Freisetzung des Peptids im lysosomalen Kompartiment von enormer Bedeutung 
ist, wurde Freisetzung des P24 vom PEI-Mal B bei sinkendem pH-Wert 
untersucht. In Tabelle 5-3 sind die hydrodynamischen Radien von P24-PEI-Mal 
B (Polyplex-W 6:1) bei sinkendem pH-Wert dargestellt. Es ist erkennbar, dass 
es bei sinkendem pH-Wert zu einer Aggregation des Polymers kam. Diese 
Aggregation ist auf die partielle Protonierung des PEI-Mal B zurückzuführen. 
Aufgrund dieser Aggregation konnte keine definierte Aussage über die 
Freisetzung des Peptids getroffen werden. Es ist jedoch möglich, dass durch 
die Aggregation das Peptid in den Aggregaten eingeschlossen ist und 
womöglich nicht freigesetzt werden kann. Dies reduziert die Wahrscheinlichkeit, 
dass das P24 in der Bindungstasche des MHC Klasse II-Moleküls binden kann. 
Somit zeigte sich, dass die Polyplexe mit Ni(II)-NTA-DG durch wesentlich 
bessere Eigenschaften für die Verwendung als Trägersysteme für Antigen-
Peptide charakterisiert sind. 
 
Tabelle 5-3: Aggregation von P24-PEI-Mal B (Polyplex-W 6:1) in Abhängigkeit vom 
pH-Wert. Der hydrodynamische Radius von Polyplex-W 6:1 wurde bei sinkendem pH-
Wert mit DLS bestimmt. 
pH Wert hydrodynamischer Radius [nm] 
7,4 11 ± 0 
6,5 93 ± 25 
6,0 95 ± 4 
5,5 93 ± 14 
5,0 127 ± 34 
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5.4 Zellbiologische Untersuchungen mit PEI-Mal B 
5.4.1 Biokompatibilität der Polyplexe-W basierend auf PEI-Mal B 
Die zellbiologischen Untersuchungen wurden zuerst mit PEI-Mal B 
durchgeführt. Ein wichtiges Kriterium für die Entwicklung von polymeren 
Trägern ist deren Biokompatibilität. Aus diesem Grund wurde untersucht, in 
welchen Konzentrationsbereichen PEI-Mal B verwendet werden kann. Für die 
Untersuchung der Biokompatibilität von PEI-Mal B wurde der MTT-Test 
verwendet. Das Prinzip des MTT-Tests ist, dass in vitalen Zellen das gelbe 
hydrophile Tetrazoniumbromid durch NADH bzw. NADPH in ein hydrophobes 
Formazan umgewandelt wird. Die Absorption des Formazans kann bei einer 
Wellenlänge von 535 nm gemessen werden. Für die Untersuchung der 
Biokompatibilität von PEI-Mal B wurden iDCs mit steigenden Konzentrationen 
an PEI-Mal B für 24 h inkubiert. Als Kontrollen dienten Dextran und DMSO. In 
Abbildung 5-14A ist erkennbar, dass eine Konzentration von PEI-Mal B über 2 
µM eine signifikante Reduzierung der Vitalität der Zellen verursachte.  
 
Abb. 5-14: Biokompatibilität von PEI-Mal B. iDCs wurden mit A) steigenden 
Konzentrationen an PEI-Mal B und B) P24 (1 µM), PEI-Mal B (0,4 µM) und den 
Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 für 24 h inkubiert und die Viabilität der Zellen mit Hilfe des 
MTT-Tests untersucht. Als Kontrollen dienten Dextran und DMSO. (t-Test: p<0,001 ***, 
p<0,01** bezogen auf unbehandelte Zellen) 
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Da auch die Polyplexe-W zu einer Änderung der Vitalität der Zellen führen 
konnten, wurden iDCs mit P24, PEI-Mal B und den Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 
kultiviert. Aus Abbildung 5-14B ist erkennbar, dass die Inkubation der Zellen 
mit dem Polymer (c= 0,4 µM) und den Polyplexen-W zu keiner signifikanten 
Änderung der Vitalität der Zellen führten. 
 
5.4.2 Endozytose von P24-PEI-Mal B durch iDCs 
DC-basierte Vakzinierungsstrategien basieren auf der ex-vivo Generation von 
iDCs, wobei meist Monozyten als DC Vorläuferzellen verwendet werden. 
Anschließend erfolgt die Inkubation der iDCs mit dem Antigen-Peptid.80 Ein 
entscheidender Aspekt bei der Entwicklung von Trägersystemen für DC-
basierte Vakzinierung ist die Erhöhung der Antigenaufnahme durch iDCs. In 
diversen Studien konnte gezeigt werden, dass kationische dendritische 
Polymere, wie Carbosilan-Dendrimere oder PPI-Dendrimere, eine Erhöhung der 
Antigenaufnahme hervorrufen.6,7 Deshalb wurde im nächsten Schritt untersucht, 
ob hochverzweigtes PEI-Mal B zu einer Erhöhung der Endozytose des Peptids 
führt. In Abbildung 5-15 ist gezeigt, dass die Peptidaufnahme durch PEI Mal B 
im Vergleich zu den mit P24 kultivierten Zellen deutlich erhöht war. Die erhöhte 
Aufnahme des Peptids durch kationisches PEI-Mal B stand im Einklang mit 
anderen Studien, welche die hohe Transfektionseffizienz von PEI 
beschrieben.8,30,31,36  
Immature DCs exprimieren auf ihrer Oberfläche den Mannose-6-Phosphat-
rezeptor. Der Mannose-6-Phosphatrezeptor ist ein Mustererkennungsrezeptor, 
an welchen spezifisch Hexosen mit äquatorialen C3 und C4 Hydroxylgruppen 
binden.98 So könnte die Bindung der Maltose, welche an der Peripherie des 
PEI-Mal B gebunden ist, zur Internalisierung der Polyplexe-W geführt haben. 
Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass der Polyplex-W durch 
elektrostatische Wechselwirkungen mit der Zellmembran internalisiert wurde.39 
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Abb. 5-15: Endozytose von P24-FITC, Polyplex-W 5:1 und Polyplex-W 2,5:1 1:2 durch 
iDCs. Immature DCs wurden für 30 min mit P24-FITC, Polyplex-W 5:1 und Polyplex-W 
2,5:1 inkubiert und der prozentuale Anteil an P24-FITC positiven Zellen mit FACS 
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen der Zellen von 2 
repräsentativen Spendern von 3 getesteten Spendern. (t-Test: p<0,001 ***; bezogen 
auf mit P24-FITC behandelte Zellen) 
 
5.4.3 Einfluss von P24-PEI-Mal auf den Phänotyp von iDCs 
In einem nächsten Schritt wurde untersucht, ob die Polyplexe-W eine 
Aktivierung der DCs auslösen. Der Phänotyp iDCs ist charakterisiert durch eine 
hohe Expression an Mustererkennungsrezeptoren und eine niedrige Expression 
an kostimulatorischen Molekülen, wie CD86 und CD80, sowie einer niedrigen 
Expressionsdichte des Maturierungsmarkers CD83 an der Oberfläche von DCs 
und einer hohen Expression von intrazellulären MHC Klasse II-Molekülen. Eine 
Aktivierung und Maturierung von DCs hat eine Verringerung der 
Expressionsdichte an Mustererkennungsrezeptoren und eine Erhöhung der 
Expression an den kostimulatorischen Molekülen CD80 und CD86 sowie des 
Maturierungsmarkers CD83 zur Folge. Des Weiteren kommt es zur erhöhten 
Translokation von MHC-Molekülen auf die Oberfläche der DCs.11,12 Zur 
Untersuchung, ob PEI-Mal B eine Ausreifung der DCs bewirkt, wurden iDCs mit 
den Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 für 24 h inkubiert und anschließend die 
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Expression von CD83, CD86, CD80 sowie die Expression von HLA-DR (MHC 
Klasse II-Molekül) bestimmt. Um zu quantifizieren, inwieweit eine veränderte 
Expression durch den polymeren Träger ausgelöst wird, wurden die Zellen auch 
mit PEI-Mal B kultiviert. Aus Abbildung 5-16 ist erkennbar, dass die Polyplexe-
W, PEI-Mal B und P24, keinen signifikanten Anstieg an CD86, CD80 und HLA-
DR exprimierenden Zellen bewirkten.  
 
Abb. 5-16 Einfluss von P24, PEI-Mal B und den Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 auf die 
Expression von CD86, CD80, CD83 und HLA-DR von iDCs nach einer Inkubationszeit 
von 24 h. Die Expressionsdichte wurde durchflusszytometrisch unter Berücksichtigung 
der entsprechenden Isotyp-Kontrollen bestimmt. In den Diagrammen sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen der Doppelbestimmungen von 3 unabhängigen 
Experimenten dargestellt. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 ***, bezogen auf 
unbehandelte Zellen) 
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Jedoch führte die Kultivierung der Zellen mit PEI-Mal B, P24 und den 
Polyplexen-W zu einer signifikanten Erhöhung der CD83 Expression. Die 
erhöhte Expression an CD83 im Vergleich zu unbehandelten Zellen könnte auf 
das kationische Polymer zurückgeführt werden. In einer ähnlichen Studie 
zeigten kationische PPI-Dendrimere eine Erhöhung der CD83 Expression.7 In 
einigen Studien konnte auch gezeigt werden, dass kationische Polymere eine 
Aktivierung von APCs durch die Wechselwirkung mit TLR4 hervorrufen.99,100 
CD83 ist notwendig für die Interaktion mit Zellen, welche den CD83-Liganden 
exprimieren. Zu diesen Zellen gehören u. a. T-Lymphozyten und B-Zellen. Die 
Bindung des CD83-Liganden an das CD83-Molekül auf aktivierten DCs bewirkt 
eine Induktion einer inflammatorischen Immunkaskade101 und somit eine 
Verbesserung der T-Zellstimulation.102 Für die Induktion und Expansion von T-
Lymphozyten ist jedoch auch die Expression der B7-Moleküle CD80 und CD86 
sowie eine Translokation von MHC Klasse II-Molekül-Peptid-Komplexen an die 
Oberfläche der DCs notwendig. Die B7-Moleküle binden an dem CD28-
Rezeptor auf der Oberfläche von naiven T-Lymphozyten. Die Aktivierung und 
Proliferation von naiven T-Lymphozyten erfolgt erst, wenn diese 
kostimulatorische Siganle durch die B7-Moleküle empfangen.12 Aus diesem 
Grund ist eine Maturierung der Antigen-enthaltenen DCs notwendig. 
 
5.4.4 Einfluss von P24-PEI-Mal auf die Maturierung von DCs 
Ein Problem bei der Entwicklung von DC basierten Vakzinierungsstrategien ist 
die unvollständige Maturierung der DCs durch die eingesetzten 
Adjuvanzien.6,7,79,103 Denn nur mDCs können die Differenzierung von T-
Lymphozyten in T-Helferzellen bewirken. Diese sind notwendig für die 
Differenzierung von B-Lymphozyten in antikörperproduzierende Zellen. Aus 
diesem Grund wurden Strategien zur vollständigen Maturierung der DCs 
entwickelt. So kann durch die Kultivierung der DCs mit Lipopolysaccharid (LPS) 
oder Zytokinen eine vollständige Maturierung der DCs erreicht werden.6,7,60 Der 
polymere Träger sollte dabei keinen negativen Einfluss auf die Maturierung 
zeigen. Zur Untersuchung, ob PEI-Mal B oder die Polyplexe-W einen Einfluss 
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auf die Maturierung der DCs haben, wurden iDCs mit P24, PEI-Mal B und den 
Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 für 24 h kultiviert. Dann erfolgten die Zugabe von 
LPS und eine Kultivierung der Zellen für weitere 48 h. In Abbildung 5-17 ist der 
Einfluss von P24, PEI-Mal B und den Polyplexen-W auf die Maturierung der 
DCs dargestellt.  
 
Abb. 5-17: Einfluss von P24, PEI-Mal B und den Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 auf die 
Maturierung von DCs. Immature DCs wurden mit den Proben für 24 h inkubiert. Dann 
erfolgten die Zugabe von LPS und eine Kultivierung für weitere 48 h. Die Expression 
von CD86, CD80, CD83 und HLA-DR wurde durchflusszytometrisch unter 
Berücksichtigung der Isotyp-Kontrolle bestimmt. In den Diagrammen sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen der Doppelbestimmungen von 3 unabhängigen 
Experimenten dargestellt. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, bezogen auf unbehandelte 
Zellen) 
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Aus den dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass die Kultivierung der Zellen 
mit PEI-Mal B und Polyplex-W 2,5:1 zu keiner Änderung der Anzahl an CD86 
exprimierenden Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen führte. 
Jedoch bewirkte die Kultivierung der DCs mit PEI-Mal B und Polyplex-W 2,5:1 
eine Verringerung der Expression von CD83, CD80 und HLA-DR. Es gibt 
Hinweise darauf, dass kationische Polymere, wie PEI die Aktivierung von TLR4 
durch LPS inhibieren, da diese selbst mit TLR4 interagieren.99 Somit könnte die 
verringerte Expression an CD83, CD80 und HLA-DR durch die Interaktion von 
PEI-Mal B mit TLR4 begründet werden. Aus den Ergebnissen wurde deutlich, 
dass die Polyplexe-W einen negativen Einfluss auf die Maturierung der DCs 
ausüben. Dies könnte einen supressiven Effekt auf die Aktivierung von CD4+ T-
Lymphozyten haben. 
 
5.4.5 Einfluss von P24-PEI-Mal auf die Migration von mDCs 
Für DC basierte Vakzinierungsstrategien ist es wichtig, dass die mit dem 
Antigen beladenen DCs von der Injektionsstelle zu den sekundären 
lymphatischen Organe migrieren, um das Antigen-Peptid T-Lymphozyten zu 
präsentieren und eine antigenspezifische Immunantwort auszulösen.80 Die 
mDCs migrieren dabei gegen einen CCL19/CCL21 Gradienten.11 Für die 
Etablierung von polymeren Trägersystemen für Antigen-Peptide ist es wichtig, 
dass diese keine Verminderung der Migrationsfähigkeit der DCs bewirken. Aus 
diesem Grund wurde untersucht, ob P24, PEI-Mal B oder die Polyplexe-W 
einen Einfluss auf die Migration der Zellen haben. Es wurde der Polyplex-W 
verwendet, durch welchen die höchste Aufnahme durch die Zellen gezeigt 
wurde. Das Ergebnis des Migrationsexperiments ist in Abbildung 5-18 
dargestellt. Die Kultivierung der Zellen mit PEI-Mal B und Polyplex-W 2,5:1 
bewirkte eine signifikant niedrigere Anzahl an migrierten Zellen. Es gibt 
Hinweise darauf, dass die Kokultivierung von DCs mit PEI und LPS eine 
Erhöhung der Apoptose der Zellen bewirkt.104 
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Abb. 5-18: Einfluss von P24, PEI-Mal B und dem Polyplex-W 2,5:1 auf die Migration 
von mDCs. Immature DCs wurden mit den Proben für 24 h kultiviert. Dann erfolgten die 
Zugabe von LPS und die Inkubation für weitere 48 h. Die Migration der mDCs gegen 
CCL19 und CCL21 wurde mit Transwell-Platten untersucht. Nach 3 h wurde der 
prozentuale Anteil der migrierten Zellen in der unteren Kammer des Wells 
durchflusszytometrisch bestimmt. In den Diagrammen sind die Mittelwerte von einem 
repräsentativen Experiment von drei getesteten Spendern dargestellt, welche jeweils 
als Doppelbestimmung durchgeführt wurden. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, bezogen auf 
unbehandelte Zellen) 
 
Kationisches PEI-Mal B zeigte eine signifikante Erhöhung der Endozytose von 
P24 in DCs und bewirkte eine Erhöhung der Expressionsdichte an CD83. 
Jedoch zeigten die Ergebnisse der pH-abhängigen Freisetzung des Peptids mit 
DLS eine starke Aggregation des Polyplexes-W bei pH-Werten unter 6,5. Aus 
diesem Grund ist es mögllich, dass im lysosomalen Kompartiment keine 
Freisetzung des Peptides stattfindet, da dieses in den Aggregaten 
eingeschlossen ist. Dies reduziert die Möglichkeit, dass das Peptid an MHC 
Klasse II-Moleküle bindet und letzendlich T-Lymphozyten präsentiert werden 
kann. Des Weiteren konnte durch die signifikante Inhibierung der Maturierung 
und Migration der DCs gezeigt werden, dass PEI-Mal B für die Etablierung von 
polymeren Trägern für eine DC-basierte Immuntherapie weniger gut geeignet 
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ist. Aus diesem Grund wurde ein anderes polymeres Trägersystem etabliert, 
basierend auf der Interaktion von Ni(II)-NTA und den His6-Peptiden.  
 
5.5 Zellbiologische Untersuchungen mit NTA-DG 
5.5.1 Biokompatibiltät von Ni(II)-NTA-PEG3-DG 
Die zellbiologischen Untersuchungen wurden aufgrund der besseren Stabilität 
der Polyplexe in Abhängigkeit vom pH-Wert mit dem NTA-PEG3-DG 
durchgeführt. Bei dem NTA-PEG11-DG bestand das Risiko, dass der 
Chelatkomplex schon vor der Aufnahme in die Zellen durch die Protonierung 
der Aminogruppen des Histidins gespalten wird. Ein erstes wichtiges Kriterium 
bei der Entwicklung von polymeren Trägermaterialen ist deren Biokompatibiltät. 
Aus diesem Grund wurde als erstes untersucht, in welchem 
Konzentrationsbereich das NTA-PEG3-DG verwendet werden kann, ohne die 
Vitalität der DCs zu beeinflussen. Da Ni(II)-Salze als toxisch gelten,105 wurde 
auch untersucht, ob die Komplexierung mit Ni(II) einen Einfluss auf die Vitalität 
der DCs hat. Für die Untersuchung in welchen Konzentrationsbereichen NTA-
PEG3-DG keinen Einfluss auf die Vitalität der Zellen hat, wurden iDCs für 24 h 
mit verschiedenen Konzentrationen an NTA-PEG3-DG bzw. Ni(II)-NTA-PEG3-
DG inkubiert. Die Vitalität der DCs nach der Kultivierung mit den beschriebenen 
Proben wurde mit dem MTT-Test untersucht und ist in Abbildung 5-19 
dargestellt. Es ist erkennbar, dass das NTA-PEG3-DG über den gesamten 
untersuchten Konzentrationsbereich keinen Einfluss auf die Vitalität der Zellen 
hatte. Auch die Komplexierung des NTA-Liganden mit Ni(II) führte nicht zu einer 
Verminderung der Viabilität der Zellen. Da bei höheren Konzentrationen an 
Ni(II)-NTA-DG eine Viabiliät der Zellen über 100 % gemessen wurde, wurde die 
Biokompatibilität von Ni(II)-NTA-DG mit einem Apoptose/Nekrose Assay 
untersucht. So ist es möglich, dass durch die Waschschritte im Protokoll des 
MTT-Tests tote Zellen entfernt wurden. Aufgrund dessen ist es möglich, dass 
eine als nicht-toxisch eingestufte Konzentration von Ni(II)-NTA-DG einen 
negativen Einfluss auf die Viabilität der Zellen hat. 
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Abb. 5-19: Biokompatibilität von NTA-DG und Ni(II)-NTA-DG. iDCs wurden mit 
steigenden Konzentrationen an NTA-DG und Ni(II)-NTA-DG für 24 h inkubiert und die 
Vitalität der Zellen mit Hilfe des MTT-Tests untersucht. Als Kontrollen dienten Dextran 
und DMSO. (t-Test: p<0,001 ***, bezogen auf unbehandelte Zellen) 
 
Als Apoptose bezeichnet man einen kontrollierten Zelltod, welcher durch eine 
Blasenbildung der Zellmembran, Veränderung der Zusammensetzung der 
Membranpeptide, enzymatische Fragmentierung der DNA und Bildung von 
apoptotischen Körperchen gekennzeichnet ist. Während der Apoptose kommt 
es zur Translokation des Membran-Phospholipids Phophatidylserin vom 
Inneren in den äußeren Bereich der Plasmamembran.12 Annexin V bindet an 
diesem Phospholipid, wodurch apoptotische Zellen nachgewiesen werden 
können. Im Gegensatz zur Apoptose ist die Nekrose gekennzeichnet durch ein 
Anschwellen der Zelle und eine Auflösung der Plasmamembran.106 Durch 
Färbung der Zellen mit PI, das an der DNA bindet, kann der Anteil an späten 
apoptotischen Zellen nachgewiesen werden. Vitale Zellen sind somit Annexin 
V-FITC und PI negativ. 
Zur Untersuchung der Biokompatibilität wurden somit Monozyten und iDCs mit 
steigenden Konzentrationen an His6-Gp160, Ni(II)-NTA-DG und dem Polyplex 
1:4 inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit erfolgte die Färbung der 
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Zellen mit Annexin V-FITC und PI wie in Abschnitt 4.6.3.2 beschrieben. In 
Abbildung 5-20 ist der prozentuale Anteil an Annexin V-FITC und PI negativen 
Zellen dargestellt. Die Inkubation der Monozyten und iDCs mit His6-Gp160 in 
den verwendeten Konzentrationen hatte keinen Einfluss auf die Vitalität der 
Monozyten und DCs und konnte somit in diesem Konzentrationsbereich für die 
weiteren Experimente verwendet werden.  
 
Abb. 5-20: Untersuchung der Biokompatibiltät von His6-Gp160, Ni(II)-NTA-DG und 
Polyplex 1:4 (cHis6-Gp160= 1, 2 bzw. 4 µM; cNi(II)-NTA-DG= 4, 8 bzw. 16 µM). A) Monozyten 
und B) iDCs wurden für 24 h inkubiert. Die Viabilität der Zellen wurde 
durchflusszytometrisch durch vorherige Färbung der Zellen mit Annexin V-FITC und PI 
bestimmt. Der prozentuale Anteil viabler Zellen ist definiert als Annexin V-FITC und PI 
negativ. Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der 
Dreifachbestimmungen der Zellen von 3 verschiedenen Spendern. (t-Test: p<0,001 ***, 
bezogen auf unbehandelte Zellen) 
 
Die Kultivierung der Zellen mit steigenden Konzentrationen an Ni(II)-NTA-DG 
führte in Monozyten und DCs auch zu keiner signifikanten Änderung der 
Vitalität der Monozyten und DCs. Da auch der Polyplex 1:4 einen Einfluss auf 
die Vitalität der Zellen haben kann, wurden Monozyten und iDCs mit dem 
Polyplex 1:4, in steigenden Konzentrationen an His6-Gp160 und Ni(II)-NTA-DG 
kultiviert. Bei iDCs führten alle verwendeten Konzentrationen zu keiner 
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Änderung der Vitalität der Zellen. Die Inkubation der Monozyten mit dem 
Polyplex 1:4 bewirkte über einer Konzentration von His6-Gp160 von 4 µM und 
Ni(II)-NTA-DG von 16 µM eine signifikante Änderung der Viabilität der 
Monozyten. 
 
5.5.2 Endozytose der Polyplexe durch Monozyten, iDCs und mDCs 
Ein weiterer wichtiger Punkt für die Verwendung von polymeren Trägeren für 
eine DC-basierte Immuntherapie ist eine erhöhte Peptidaufnahme.80 Deshalb 
wurde untersucht, inwieweit Ni(II)-NTA-DG zu einer Erhöhung der Aufnahme 
von His6-Gp160 in Monozyten, iDCs und mDCs führt. In einer ähnlichen Studie 
wurde bereits gezeigt, dass ein Überschuss an Polymer notwendig ist, um eine 
Erhöhung der Aufnahme des Antigen-Peptids zu erreichen.6 Aus diesem Grund 
wurden Polyplexe in den molaren Verhältnissen an His6-Gp160-FITC und Ni(II)-
NTA-DG von 1:1, 1:2 und 1:4, wie in Abschnitt 4.5.1 beschrieben, hergestellt. 
Die Endozytose der Polyplexe durch Monozyten, iDCs und mDCs wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt. Da es möglich ist, dass unspezifische 
Wechselwirkungen zwischen His6-Gp160 und NTA-DG zu einer Internalisierung 
des His6-Gp160 führen, wurden Monozyten, iDCs und mDCs mit His6-Gp160-
FITC und NTA-DG in einem molaren Verhältnis von 1:4 (1:4 ohne Ni(II)) 
kultiviert. Diese unspezifischen Wechselwirkungen könnten zum einen durch 
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der leicht positiv geladenen 
Oberfläche des Polymers und negativ geladenen Aminosäureseitenketten des 
Peptids oder durch den Einschluss des Peptids im Inneren des Polymers 
herrühren. Die Zellen wurden im Anschluss an die Inkubationszeit mit einer 
Gylcin-Lösung (pH 3,2) gewaschen, um an der Zellmembran gebundenes 
Peptid zu entfernen.  
Monozyten gehören zu den Phagozyten des angeborenen Immunsystems. Im 
Falle einer Infektion nehmen sie das Pathogen auf und differenzieren in 
Abhängigkeit definierter Kostimulatormoleküle zu Makrophagen oder iDCs.12,107 
Deshalb wurde als erstes untersucht, ob Ni(II)-NTA-DG zu einer Erhöhung der 
Aufnahme von His6-Gp160-FITC in Monozyten führen kann. In Abbildung 5-21 
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sind die Unterschiede in den Fluoreszenzintensitäten zwischen Monozyten, 
welche mit His6-Gp160-FITC (graues Histogramm) und His6-Gp160-FITC/ NTA-
DG (1:4 ohne Ni(II)) bzw. den Polyplexen 1:1, 1:2 und 1:4 für 2 h inkubiert 
wurden, dargestellt. Aus Abbildung 5-21 ist ersichtlich, dass es keinen 
Unterschied zwischen den Fluoreszenzintensitäten der Monozyten, welche mit 
His6-Gp160-FITC und Gp160/NTA-DG (1:4 ohne Ni(II)) inkubiert wurden, gibt. 
Jedoch bewirkte die Bildung des Chelatkomplexes zwischen Ni(II)-NTA-DG und 
His6-Gp160-FITC eine Erhöhung der Aufnahme des Peptids in die Zellen. Dabei 
war die Zellaufnahme umso größer, je höher der Überschuss an Polymer war. 
Somit führte der Polyplex 1:1 zu einer 1,6 fachen, Polyplex 1:2 zu einer 2,1 
fachen und Polyplex 1:4 zu einer 2,8 fachen Erhöhung der Aufnahme von His6-
Gp160-FITC in Monozyten im Vergleich zu den Zellen, welche mit His6-Gp160-
FITC kultiviert wurden.  
 
Abb. 5-21: Endozytose von His6-Gp160-FITC (graues Histogramm), His6-Gp160-
FITC/NTA-DG (1:4 ohne Ni(II)), Polyplex 1:1, 1:2 und 1:4 (rotes Histogramm) durch 
Monozyten. Monozyten wurden für 2 h mit His6-Gp160-FITC, 1:4 ohne Ni(II) und 
Polyplex 1:1, 1:2, 1:4 inkubiert, mit einer Glycin-Lösung (pH 3,2) und PBS gewaschen 
und die Fluoreszenzintensität von His6-Gp160-FITC durchflusszytometrisch bestimmt. 
Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitäten der Monozyten eines repräsentativen 
Spenders von 3 getesten Spendern.  
Als professionelle APCs sind iDCs zu einer verstärkten Endozytose in der Lage. 
Die Hauptaufgabe der iDCs besteht in der Antigenaufnahme, Prozessierung 
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und Antigenpräsentation. Die iDCs exprimieren auf ihrer Oberfläche 
Mustererkennungsrezeptoren, über welche durch rezeptorvermittelte 
Endozytose Antigene aufgenommen werden können. Weiterhin können iDCs 
Antigene ohne spezifisches Muster durch Makropinozytose aufnehmen.71 Die 
Fähigkeit von iDCs zur Stimulation von naiven T-Lymphozyten macht diese 
Zellen zum entscheidenden Bindeglied zwischen angeborener und erworbener 
Immunabwehr.12 Aus diesem Grund war es besonders wichtig, dass die Ni(II)-
NTA-DGs eine Erhöhung der Peptidaufnahme in iDCs bewirkte. Somit wurden 
iDCs mit den Polyplexen 1:1, 1:2 und 1:4 sowie mit His6-Gp160 und 1:4 ohne 
Ni(II) kultiviert, um unspezifische Wechselwirkungen zu analysieren. Wie in 
Abbildung 5-22A dargestellt, wird die Aufnahme von His6-Gp160 durch die 
Bildung des Chelatkomplexes zwischen dem Peptid und Ni(II)-NTA-DG in iDCs 
deutlich erhöht.  
 
Abb. 5-22: Endozytose von His6-Gp160-FITC, His6-Gp160-FITC/NTA-DG (1:4 ohne 
Ni(II)), Polyplex 1:1, 1:2 und 1:4 durch A) iDCs und B) mDCs. IDCs und mDCs wurden 
für 2 h mit His6-Gp160-FITC, 1:4 ohne Ni(II) und Polyplex 1:1, 1:2, 1:4 inkubiert und der 
prozentuale Anteil an His6-Gp160-FITC positiven Zellen mit FACS bestimmt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen der Zellen von 3 
repräsentativen Spendern. (t-Test: p<0,001 ***; p<0,01 **; p<0,05 *, bezogen auf mit 
His6-Gp160-FITC behandelte Zellen) 
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Dabei erhöhte sich die Aufnahme von His6-Gp160 durch Polyplex 1:4 um das 6 
fache (4 fache Erhöhung durch Polyplex 1:2 und 2,5 fache Erhöhung durch 
Polyplex 1:1) im Vergleich zu den Zellen, welche nur mit His6-Gp160 inkubiert 
wurden. Die signifikant höhere Aufnahme der Polyplexe im Vergleich zum His6-
Gp160 kann wie folgt erklärt werden. So kann die Maltose, welche an der 
Oberfläche des PEI gebunden ist, an dem Mannose-6-Phosphatrezeptor an der 
Oberfläche von DCs binden.108 Dies könnte zu einer Aufnahme der Polyplexe in 
die Zellen geführt haben. Der Mannose-6-Phosphatrezeptor ist ein 
Mustererkennungsrezeptor, welcher eine hohe Affinität zu Hexosen mit 
äquatorialen Hydroxylgruppen am C3 und C4 Kohlenstoffatom besitzt.98  
Die Maturierung von iDCs ist gekennzeichnet durch den Verlust ihrer 
endozyotischen Aktivität aufgrund der Verringerung der Expression von 
Endozytoserezeptoren, wie dem Mannose-6-Phopsphatrezeptor oder 
DEC205.11 Zur Untersuchung, ob die Polyplexe durch mDCs aufgenommen 
wurden, wurden iDCs für 48 h mit LPS kultiviert und die Endozytose der 
Polyplexe durch mDCs mit FACS untersucht (Abbildung 5-22B). Wie erwartet, 
erfolgte keine Erhöhung der Aufnahme des His6-Gp160 durch den polymeren 
Träger in mDCs infolge der verringerten Expression an Endozytoserezeptoren 
auf der Oberfläche der mDCs.  
 
5.5.3 Untersuchung der Intrazellulären Lokalisation der Polyplexe mit 
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 
Für die Entwicklung von polymeren Trägern für eine DC-basierte 
Immuntherapie sind nicht nur die Biokompatibilität und die Aufnahme des 
bioaktiven Moleküls von entscheidender Bedeutung. Ein anderer wichtiger 
Aspekt ist der intrazelluläre Weg des Antigen-Peptids.109 Für die Entwicklung 
von prophylaktischen Impfstoffen ist es notwendig, dass das internalisierte 
Antigen-Peptid über MHC Klasse II-Moleküle CD4+ T-Lymphozyten präsentiert 
wird. Die Aktivierung von CD4+ T-Zellen ist notwendig für die Stimulation einer 
effektiven adaptiven Immunantwort.10 Antigene werden durch APCs unter 
Ausbildung eines Endosoms aufgenommen. Im späten endosomalen 
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Kompartiment erfolgt eine Abfall des pH-Wertes auf unter pH 6 und eine 
Fragmentierung des Antigens durch Proteasen. Anschließend erfolgt die 
Fusionierung des späten Endosoms mit MHC Klasse II-Molekül enthaltenen 
Lysosomen unter Ausbildung eines Phagolysosoms.77 Zur Untersuchung des 
endozyotischen Weges wurde Polyplex 1:4 verwendet, da diese molare 
Zusammensetzung zwischen His6-Gp160 und Ni(II)-NTA-DG die höchste 
Aufnahme in Monozyten und iDCs zeigte. Es wurde untersucht, ob der Polyplex 
1:4 im endosomalen und lysosomalen Kompartiment der Monozyten und iDCs 
lokalisiert war. Dies erfolgte mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie 
durch Immunofluoreszenzfärbung der Membran von frühen Endosomen und 
Lysosomen wie in Abschnitt 4.6.5.1 beschrieben. Die Überlagerung der 
Emissionen zweier Farbstoffe wurde mit der Arvisis Software, durch 
Berechnung des Pearson Korrelations-Koeffizienten, bestimmt. Der Pearson 
Korrelation-Koeffizient beschreibt den relativen Anteil der Überlagerung zweier 
Signale. Der Wert des Pearson Korrelations-Koeffizienten nimmt Zahlenwerte 
zwischen -1 und 1 an, wobei ein Korrelations-Koeffizient von 1 eine komplette 
Überlagerung zweier Kanäle beschreibt.91,110 Um zu untersuchen, ob Polyplex 
1:4 im frühen endosomalen Kompartiment von Monozyten und iDCs lokalisiert 
war, wurde der endosomale Marker EEA1 zur Immunofluoreszenzfärbung der 
Membran von frühen Endosomen verwendet. Monozyten und iDCs wurden für 
verschiedene Inkubationszeiten mit dem Polyplex 1:4 kultiviert. Die Ergebnisse 
sind in Abbildung 5-23 dargestellt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min für 
Monozyten (Abb. 5-23A-D) und 2 h 45 min für iDCs (Abb. 5-23E-H) konnte 
eine Ko-Lokalisation zwischen His6-Gp160-FITC und dem frühen Endosom 
nachgewiesen werden. Die berechneten Korrelations-Koeffizienten zeigten eine 
sehr gute Überlagerung der Signale der Emissionen beider Farbstoffe von 0,7 
für Monozyten und 0,72 für iDCs. Dies bedeutet, dass die Emissionen für 
Gp160-FITC und EEA1-Cy3 in Monozyten zu 70 % und in iDCs zu 72 % 
überlagert waren. Es ist relativ schwierig eine Überlagerung von 100 % zu 
erreichen. Dies kann zum einen an der unvollständigen Färbung der Membran 
der Endosomen und zum anderen an Hindergrundsignalen liegen.91 So werden 
Pearson Korrelations-Koeffizienten über 0,26 als Überlagerung zweier 
Emissionssignale und somit als Ko-Lokalisation angesehen.96,110,111 
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Abb. 5-23: Nachweis der Lokalisation von His6-Gp160-FITC (A und E, grün) im frühen 
endosomalen Kompartiment mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. A-D) Monozyten 
und E-H) iDCs wurden für 15 min bzw. 2 h 45 min mit Polyplex 1:4 inkubiert. Im 
Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, auf Deckgläschen 
adhäriert, mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. 
Die intrazelluläre Färbung früher Endosomen erfolgte mit dem frühen endosomalen 
Marker EEA1 (B und F, rot) und die Färbung des Zellkernes mit DAPI (C und G, blau). 
Die Abbildungen D und H zeigen die Überlagerung der 3 Kanäle. 
 
Während des Prozesses der Endozytose in APCs fällt der pH-Wert im Endosom 
auf unter pH 6 ab, man spricht von späten Endosomen. Dieser pH Abfall hat zur 
Folge, das lysosomale Hydrolasen von ihrem Rezeptor dissoziieren und die 
phagozytierten Pathogene in Peptidfragmente gespalten werden.67 Im 
Anschluss erfolgt die Fusionierung des späten Endosoms mit MHC Klasse II-
Molekül enthaltenen Lysosomen.11,112 Durch saure Proteasen (Cathepsine) im 
lysosomalen Kompartiment wird die invariante Kette (li) vom MHC Klasse II-
Molekül gespalten und das Antigen-Peptid kann in der Bindungstasche des 
MHC Klasse II-Moleküls binden.72,112 Um CD4+ T- Zellen zu aktivieren und eine 
effektive adaptive Immunantwort auszulösen, ist es notwendig, dass das 
Antigen-Peptid am MHC Klasse-II Molekül bindet.77 Aus diesem Grund wurde 
Ergebnisse und Diskussion 
 
 
114
untersucht, ob der Polyplex 1:4 im lysosomalen Kompartiment der APCs 
lokalisiert ist. Zur Markierung der Membran von Lysosomen wurde der 
lysosomale Marker LAMP1 verwendet. In Abbildung 5-24 ist dargestellt, dass 
das His6-Gp160 im lysosomalen Kompartiment von Monozyten nach 30 min 
Inkubation (Abb. 5-24A-D) und im lysosomalen Kompartiment von iDCs nach 
einer Inkubationzeit von 2 h 45 min (Abb. 5-24E-H) lokalisiert war. Die 
Korrelations-Koeffizienten nach Pearson zeigen eine sehr gute Überlagerung 
der Signale für die Emission des Cy3-gekoppelten lysosomalen Markers und 
das His6-Gp160 von 0,64 für Monozyten und 0,79 für iDCs.  
 
 
Abb. 5-24: Nachweis der Lokalisation von His6-Gp160-FITC (A und E, grün) im frühen 
lysosomalen Kompartiment mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. A-D) Monozyten 
und E-H) iDCs wurden für 30 min bzw. 2 h 45 min mit Polyplex 1:4 inkubiert. Im 
Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, auf Deckgläschen 
adhäriert, mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. 
Die intrazelluläre Färbung von Lysosomen erfolgte mit dem lysosomalen Marker 
LAMP1 (B und F, rot) und die Färbung des Zellkernes mit DAPI (C und G, blau). Die 
Abbildungen D und H zeigen die Überlagerung der 3 Kanäle. 
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Von weiterem Interesse war, ob das His6-Gp160 in der Bindungstasche des 
MHC Klasse II-Moleküls binden könnte oder dies durch sterische Hinderungen 
der Polymeroberfläche nicht möglich ist. Das lysosomale Kompartiment ist, wie 
oben beschrieben, charakterisiert durch einen pH-Wert unter 6. In Abschnitt 
5.3.4 wurde gezeigt, dass der Chelatkomplex zwischen Ni(II)-NTA-DG und His6-
Gp160 unter einem pH-Wert von 6 durch die Protononierung der Aminogruppen 
an den Histidinen gespalten wurde. Daraus konnte man schließen, dass das 
Ni(II)-NTA-DG und His6-Gp160 in der Zelle als isolierte Komponenten vorliegen 
und das His6-Gp160 am MHC Klasse II-Molekül binden kann.  
 
 
Abb. 5-25: Untersuchung der Aufnahme von His6-Gp160-FITC (A und D, grün) in 
Monozyten und iDCs mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. A-C) Monozyten und D-
F) iDCs wurden für 30 min bzw. 2 h 45 min mit His6-Gp160-FITC inkubiert. Im 
Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, auf Deckgläschen 
adhäriert und mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert. Die intrazelluläre Färbung des 
Zellkernes erfolgte mit DAPI (B und E, blau). Die Abbildungen C und F zeigen die 
Überlagerung der 2 Kanäle. 
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Monozyten und iDCs wurden des Weiteren nur mit His6-Gp160 inkubiert, um zu 
zeigen, dass die Aufnahme des His6-Gp160 in die Zellen durch die Bildung der 
Polyplexe hervorgerufen wurde. In Abbildung 5-25 ist erkennbar, dass in dem 
verwendeten Konzentrationbereich und der verwendeten Inkubationszeit keine 
Emission von His6-Gp160-FITC in Monozyten (Abb. 5-25A-C) und in iDCs 
(Abb. 5-25D-F) mit dieser Methode zu erkennen war. Dies zeigte wiederum, 
dass die Aufnahme des Peptids durch die Komplexierung an den Ni(II)-NTA-
Liganden hervorgerufen wurde. 
Wie in Abbschnitt 5.3.4 gezeigt wurde, erfolgte die Freisetzung des Peptids vom 
polymeren Träger bei einem pH-Wert unter 6. Da das lysosomale Kompartiment 
durch einen pH-Wert unter 6 charakterisiert ist, wurde untersucht, ob das Peptid 
und der polymere Träger noch im selben endosomalen Kompartiment vorliegen 
oder ob das Ni(II)-NTA-DG in das Zytoplasma translokalisiert wurde.109 Für 
diese Fragestellung wurde Rhodamin-B-isothiocyanat (RITC) markiertes Ni(II)-
NTA-DG verwendet. Abbildung 5-26 zeigt, dass die Emissionen von His6-
Gp160-FITC und Ni(II)-NTA-DG-RITC sowohl in Monozyten (Abb. 5-26A-H) als 
auch in iDCs (Abb. 5-26I-L) überlagert waren. Auch die berechneten 
Korrelations-Koeffizienten nach Pearson zeigten eine eindeutige Überlagerung 
der Signale, wobei der Pearson Korrelations-Koeffizient für die Überlagerung in 
Monozyten 0,91 nach 15 min (Abb. 5-26A-D) und nach 30 min (Abb. 5-26E-H) 
betrug. Der Pearson Korrelations-Koeffizient für die Überlagerung der Signale 
von His6-Gp160-FITC und Ni(II)-NTA-DG-RITC in iDCs betrug 0,93 (Abb. 5-26I-
L). Des Weiteren wurde aus den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen 
deutlich, dass auch der polymere Träger, an welchem kein Peptid komplexiert 
war, in die Zellen aufgenommen wurde.  
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Abb. 5-26: Untersuchung der Ko-Lokalisation von His6-Gp160-FITC (A, E, und I; grün) 
und Ni(II)-NTA-DG-RITC (B, F und J; rot) in Monozyten und iDCs mit konfokaler 
Fluoreszenzmikroskopie. Monozyten wurden für A-D) 15 min und E-H) 30 min bzw. I-L) 
iDCs wurden für 2 h 45 min mit Polyplex 1:4 inkubiert. Im Anschluss an die 
Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, auf Deckgläschen adhäriert und mit 
4%igem Paraformaldehyd fixiert. Die intrazelluläre Färbung des Zellkernes erfolgte mit 
DAPI (C, G und K; blau). Die Abbildungen D, H und L zeigen die Überlagerung der 3 
Kanäle. 
 
Aus den Ergebnissen der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie und den DLS-
Messungen ließ sich schließen, dass His6-Gp160 und Ni(II)-NTA-DG im selben 
zellulären Kompartiment lokalisiert waren jedoch als isolierte Komponenten. 
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Ni(II)-NTA-DG zu einer Erhöhung 
der Aufnahme des Peptids in Monozyten und iDCs führte. Nach der Endozytose 
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war das Peptid im endosomalen und lysosmalen Kompartiment lokalisiert. Der 
wichtigste Punkt bei der Entwicklung von polymeren Trägermaterialien für 
Antigen-Peptide ist, dass die Peptide im lysosomalen Kompartiment vom 
polymeren Träger freigesetzt werden.113 Dies konnte mit Hilfe der DLS 
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund ist es möglich, dass His6-Gp160 in 
der Bindungstasche des MHC Klasse II-Moleküls im lysosomalen Kompartiment 
ohne sterische Hinderungen durch die Polymeroberfläche bindet. Die 
Präsentation von Antigen-Peptiden über den MHC Klasse-II-Weg ist notwendig 
zur Induktion und Expansion von CD4+ T-Lymphozyten. Die Differentierung von 
CD4+ T-Lymphozyten zu T-Helferzellen ist entscheidend für die Bildung von 
Antigen-spezifischen Antikörpern durch B-Lymphozyten.11 
 
5.5.4 Einfluss der Polyplexe auf den Phänotyp von iDCs 
Der Phänotyp iDCs nach der Endozytose der Polyplexe ist von entscheidender 
Bedeutung bei der Entwicklung polymerer Träger für den Transport von 
Antigen-Peptiden in DCs. So wäre es von Vorteil, wenn der polymere Träger 
eine Maturierung der iDCs auslöst.76 Der Phänotyp der iDCs ist charakterisiert 
durch eine niedrige Expression von kostimulatorischen Molekülen, wie CD80, 
CD86, sowie dem Maturierungsmarker CD83 und einer hohen Expression von 
Antigenaufnahme-Rezeptoren.11 Nach der Bindung spezifischer 
Erkennungssequenzen, wie Peptidoglykane, nichtmethylierter DNA oder 
doppelsträngiger RNA von Viren und Bakterien114 an der 
Ligandenbindungsdomäne von TLRs verändert sich der Phänotyp der iDCs. So 
hat die Erkennung spezifischer Pathogenmuster eine Erhöhung der Expression 
an den kostimulatorischen Molekülen CD86 und CD80 zur Folge. CD86 und 
CD80 sind essentiell für die Aktivierung von T-Lymphozyten, da diese an den 
CD28 Liganden an T-Lymphozyten binden.11 CD83 ist ein Maturierungmarker, 
welcher wichtig für die Induktion und Regulation der Immunantwort ist.115 
Während der Maturierung der DCs kommt es zur verstärkten Translokation des 
MHC Klasse II-Molekül-Peptid Komplexes vom lysosomalen Kompartiment an 
die Zelloberfläche.11 In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob die 
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Kultivierung iDCs mit den Polyplexen eine Erhöhung der Expression an CD80, 
CD86, CD83 und HLA-DR hervorruft. Da bekannt ist, dass Ni(II) und seine 
Salze eine Maturierung von iDCs durch die Interaktion mit Histidineinheiten in 
der extrazellulären Domäne von TLR4 hervorrufen,83 wurden die Zellen mit 
Ni(II)-NTA-DG in derselben Konzentration wie Polyplex 1:4 inkubiert. Des 
Weiteren wurden zur Quantifizierung, ob die veränderte Expression von CD80, 
CD86, CD83 und HLA-DR durch His6-Gp160, den polymeren Träger NTA-DG 
oder den Ni(II)-NTA-Liganden hervorgerufen wird, die Zellen auch mit His6-
Gp160, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) kultiviert. In Abbildung 5-27 ist der 
Einfluss der Polyplexe auf die Expression von CD86, CD80, CD83 und HLA-DR 
auf der Zelloberfläche der DCs nach 24 h Inkubation dargestellt. Die 
Kultivierung der iDCs mit den Polyplexen führte zu einer signifikanten Erhöhung 
der Expression von CD86 im Vergleich zu unbehandelten iDCs, wobei Polyplex 
1:4 den größten Einfluss hatte (Abb. 5.27). Der prozentuale Anteil an CD86 
positiven Zellen, welche mit dem Polyplex 1:4 behandelt wurden, erhöhte sich 
auf 30±7 % im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (16±2%). Diese 
Erhöhung könnte durch den Ni(II)-NTA-Liganden hervorgerufen wurden sein, da 
iDCs welche mit NTA-DG/Gp160 behandelt wurden, keine signifikant erhöhte 
Expression von CD86 zeigten. Dieses Ergebnis stand im Einklang mit einer 
Publikation von Schoeters et al.,115 welcher den Effekt von NiSO4 auf die 
Maturierung von iDCs untersuchte. Die Analyse des kostimulatorischen 
Moleküls CD80 zeigte eine signifikante Erhöhung nach der Kultivierung der 
iDCs mit Polyplex 1:2 und 1:4. Der unterschiedliche Grad der Aktivierung der 
B7 Moleküle CD86 und CD80, welche für die Stimulation von T-Lymphozyten 
notwendig sind, könnten auf kinetischen Unterschieden in der Regulierung 
dieser Moleküle während der Maturierung beruhen. Somit ist die 
Geschwindigkeit der Aufregulation von CD86 schneller als die von CD80.116 
Dies konnte durch die Aufregulation von CD80 an der Oberfläche von DCs nach 
einer Inkubationszeit von 48 h bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). So zeigte 
sich eine signifikante Erhöhung der CD80 exprimierenden Zellen in Gegenwart 
von Ni(II)-NTA-DG und den Polyplexen 1:1, 1:2 und 1:4 nach einer Kultivierung 
der iDCs mit den Proben für 48 h.  
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Abb. 5-27: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die Expression von CD86, CD80, CD83 und HLA-
DR von DCs nach einer Inkubationszeit von 24 h. Die Expressionsdichte wurde 
durchflusszytometrisch unter Berücksichtigung der entsprechenden Isotyp-Kontrollen 
bestimmt. In den Diagrammen sind die Mittelwerte und Standarabweichungen der 
Doppelbestimmungen von 3 unabhängigen Experimenten dargestellt. (t-Test: p<0,05 *, 
p<0,01 **, bezogen auf unbehandelte Zellen) 
 
Die Kultivierung der iDCs mit den Polyplexen für 24 h hatte keinen signifikanten 
Einfluss auf die Expression von CD83 und HLA-DR. Die Kultivierung der iDCs 
mit Ni(II)-NTA-DG zeigte einen signifikanten Anstieg der CD83 
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Expressionsdichte an der Oberfläche der DCs. Der Effekt des Ni(II)-NTA-
Liganden war jedoch sehr gering. Nach einer Inkubationszeit von 48 h bewirkte 
sowohl der Ni(II)-NTA-Ligand, als auch NTA/DG und die Polyplexe 1:2 und 1:4 
eine Erhöhung des Prozentsatzes an CD83 exprimierenden Zellen (Daten nicht 
gezeigt). Diese Erhöhung könnte sowohl auf der Interaktion des Ni(II)-NTA-
Liganden mit TLR4 als auch durch das Polymer hervorgerufen wurden sein. 
Maltose, welche an den terminalen und linearen Aminogruppen des PEI 
gebunden ist, wirkt nicht immunogen30 und konnte somit keinen Anstieg der 
CD83 Expression hervorrufen.117 Eine mögliche Erklärung für die erhöhte CD83 
Expression der DCs könnte die Wechselwirkung des NTA-Derivates mit TLR4 
auf der Oberfläche von DCs sein. In einer Untersuchung von Weatherhill et 
al.118 wurde gezeigt, dass aliphatische Carbonsäuren eine Interaktion mit TLR4 
eingehen. Somit könnte der NTA-Ligand, welcher ein Carbonsäurederivat 
darstellt, eine Wechselwirkung mit TLR4 eingehen.  
Die in der Literatur beschriebenen dendritischen Polymere bewirkten entweder 
keine Aktivierung der DCs6,61 oder führten lediglich zur Erhöhung der 
Expressionsdichte eines kostimulatorischen Moleküls.7 Im Gegensatz dazu 
bewirkte Ni(II)-NTA-DG eine signifikante Erhöhung der Expressionsdichte 
beider kostimulatorischer B7-Moleküle, welche durch Bindung an den CD28 
Rezeptor auf der Oberfläche von CD4+ T-Zellen und der Aussendung 
kostimulatorischer Signale die Induktion und Expansion von CD4+ T-Zellen 
bewirken. Des Weiteren induzierte Ni(II)-NTA-DG eine signifikante 
Aufregulation des Maturierungsmarkers CD83 an der Oberfläche iDCs, welcher 
wichtig für die Stimulation und Regulation der Immunantwort ist.101 Die 
Erhöhung an CD86, CD80 und CD83 exprimierenden Zellen könnte sowohl 
durch die Interaktion des Ni(II)-NTA-Liganden mit den Histidineinheiten des 
TLR4 als auch durch die Interaktion des NTA-Derivates mit TLR4 hervorgerufen 
wurden sein. Der Einfluss des Ni(II)-NTA-Liganden auf die Aufregulation der 
kostimulatorischen Moleküle überwog jedoch im Vergleich zum Polymer ohne 
Ni(II). Mit den Ergebnissen des Einflusses von Ni(II)-NTA-DG auf den Phänotyp 
der iDCs konnte klar gezeigt werden, dass das Polymer eine Aktivierung der 
DCs bewirkte. 
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5.5.5 Einfluss der Polyplexe auf die Maturierung der DCs 
Von anderen Studien, welche polymere Trägersysteme verwendeten, ist 
bekannt, dass der polymere Träger nur eine ungenügende Aktivierung der iDCs 
bewirkte. Eine Maturierung der Antigen-Peptid-enthaltene DCs ist jedoch 
notwendig für die Induktion und Expansion von CD4+ T-Zellen. Für die 
Etablierung von DC-basierten Impfstoffen werden deshalb Adjuvanzien 
eingesetzt, die über TLRs DCs aktivieren. In diesen Untersuchungen bewirkte 
die Kultivierung der iDCs mit Stimulatoren wie LPS oder Zytokinen die 
Maturierung von iDCs.6,60,61,79 LPS führt zu einer Maturierung der DCs über die 
Bindung an TLR4, was zu einer Aktivierung verschiedener 
Transkriptionsfaktoren führt.119 Zur Untersuchung, ob die Polyplexe einen 
Einfluss auf die Maturierung der DCs haben, wurden iDCs mit His6-Gp160, 
Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/His6-Gp160 und den Polyplexen 1:1, 1:2 bzw. 1:4 für 
24 h kultiviert. Im Anschluss erfolgten die Zugabe von LPS und die Inkubation 
für weitere 48 h. In Abbildung 5-28 ist der Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, 
1:4 ohne Ni(II) und den Polyplexen 1:1, 1:2 und 1:4 auf die Maturierung der 
iDCs dargestellt. Die Kultivierung der iDCs, welche mit His6-Gp160, Ni(II)-NTA-
DG, NTA-DG/His6-Gp160 und den Polyplexen 1:1, 1:2 und 1:4 behandelt 
wurden, mit LPS führte zu einer Aufregulierung der kostimulatorischen Moleküle 
CD86 und CD80 und einer Erhöhung der Expressionsdichte an CD83 und HLA-
DR. Die generierten mDCs zeigten einen ähnlichen Phänotyp wie unbehandelte 
mDC.  
Es gibt verschiedene Gründe für die limitierte Effizienz von DC-basierten 
Impfstoffen. Ein Problem ist dabei die unvollständige Maturierung der DCs. Die 
Generierung von maturen DCs ist jedoch wichtig für die Induktion und 
Expansion CD4+ T-Zellen.119 Die Differentierung von CD4+ T-Zellen zu T-
Helferzellen ist notwendig für die Produktion von Antigen-spezifischen 
Antikörpern und die Stimulation von CD8+ cytotoxischen T-Lymphozyten, 
welche für die Zerstörung infizierter Zellen notwendig sind.11 Aus diesem Grund 
wurden verschiedene Strategien entwickelt, die mit Antigen-Peptid beladenen 
iDCs zu maturieren.6,79,103,119 Denn nur mature DCs bewirken durch die 
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Interaktion iher Oberflächenrezeptoren mit T-Lymphozyten und die von ihnen 
szenerierten Zytokine die Differenzierung von CD4+ T-Zellen in T-Helferzellen.  
 
 
Abb. 5-28: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die Maturierung von DCs. Immature DCs wurden 
mit den Proben für 24 h inkubiert. Dann erfolgten die Zugabe von LPS und eine 
Kultivierung für weitere 48 h. Die Expression von CD86, CD80, CD83 und HLA-DR 
wurde durchflusszytometrisch, unter Berücksichtigung der Isotyp-Kontrolle, bestimmt. 
In den Diagrammen sind die Mittelwerte und Standardabweichugen der 
Doppelbestimmungen von 3 unabhängigen Experimenten dargestellt.  
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Ein wichtiger Aspekt bei der Etablierung von polymeren Trägersystemen für die 
Entwicklung von Impfstoffen ist, dass bei der Maturierung der mit Antigen 
beladenen DCs, diese nicht durch den polymeren Träger inhibiert werden. Die 
evaluierten Polyplexe, basierend auf der Wechselwirkung zwischen Ni(II)-NTA-
DG und His6-Gp160, hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Maturierung 
der DCs. Somit konnten durch die Stimulation der Zellen mit LPS mature 
Antigen-enthaltene DCs generiert werden. Diese könnten über den MHC Klasse 
II-Molekül Weg, das Antigen-Peptid CD4+ T-Lymphozyten präsentieren und zu 
einer Differentierung der CD4+ T-Zellen in T-Helferzellen führen. Aus diesem 
Grund ist Ni(II)-NTA-DG ein erfolgversprechendes polymeres Trägersystem für 
den Transport von Antigenpeptiden in DC-basierter Immuntherapie. 
 
5.5.6 Einfluss der Polyplexe auf die Migration mDCs 
Impfstoffe, welche auf der Verwendung von DCs beruhen, basieren auf der in-
vitro Generierung von Antigen-beladenen DCs und der Infusion der mDCs in 
den Patienten.80 Aus diesem Grund ist es notwendig, dass die mDCs ihre 
Fähigkeit behalten von der Injektionsstelle zu den sekundären lymphatischen 
Geweben zu migrieren, um das Antigen-Peptid T-Lymphozyten zu präsentieren, 
diese zu aktivieren und somit eine Differentierung der CD4+ T-Zellen in T-
Helferzellen auszulösen.69 Deshalb ist es wichtig, dass das polymere 
Trägersystem die Migrationsfähigkeit der mDCs nicht beeinflusst. Während der 
Maturierung von DCs erhöht sich die Expressionsdichte des Chemokin-
Rezeptors CCR7 auf der Oberfläche der DC. Die reifenden DCs migrieren in 
Richtung der CCR7-Liganden CCL19/CCL21 zu den sekundären lymphatischen 
Organen.11 Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die Polyplexe die Migration 
der mDCs beeinflussen. Da der CCR7 Rezeptor essentiell für die Migration der 
DCs ist, 74 wurde auch die CCR7 Expression auf der Oberfläche von mDCs 
nach der Behandlung mit den Polyplexen untersucht. In Abbildung 5-29A ist 
dargestellt, dass weder das polymere Trägersystem noch die Polyplexe die 
Expression von CCR7 negativ beeinflusst haben. 
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Abb. 5-29: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf A) die Expression von CCR7 und B) die Migration 
von mDCs. A) IDCs wurden mit den Proben für 24 h kultiviert. Dann erfolgten die 
Zugabe von LPS und die Inkubation für weitere 48 h. Die Expressionsdichte von CCR7 
wurde durchflusszytometrisch unter Berücksichtigung der Isotyp-Kontrolle bestimmt. B) 
Die Migration der mDCs gegen CCL19 und CCL21 wurde mit Transwell-Platten 
untersucht. Nach 3 h wurde der prozentuale Anteil der migrierten Zellen in der unteren 
Kammer des Wells durchflusszytometrisch bestimmt. In den Diagrammen sind die 
Mittelwerte der Doppelbestimmungen von 3 unabhängigen Experimenten (CCR7-
Expression) bzw. von einem repräsentativen Experiments von 3 getesteten Spendern 
(Migration) dargestellt. 
 
Die mDCs, welche mit den Polyplexen behandelt wurden, verloren nicht die 
Fähigkeit gegen die Chemokine CCL19 und CCL21 zu wandern. Somit 
migrierten 68 % der Zellen, welche mit dem Polyplex 1:4 behandelt wurden   
(78 % für Polyplex 1:2 und 75 % für Polyplex 1:1) gegen den CCR7 Liganden 
CCL19 und 71% der Zellen, welche mit dem Polyplex 1:4 behandelt wurden   
(87 % für Polyplex 1:2 und 75 % für Polyplex 1:1) gegen den CCR7 Liganden 
CCL21. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied des prozentualen Anteils 
an migrierten Zellen aller Behandlungen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit 
dem Einfluss anderer dendritischer Polymere auf das Migrationsverhlten 
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mDCs.6,7 Aus den Resultaten lässt sich schließen, dass die Peptid-enthaltenen 
mDCs gegen einen CCL19/CCL21 Gradienten in die Lymphgefäße wandern 
könnten, um dort das Antigen-Peptid T-Lymphozyten zu präsentieren und somit 
eine Immunantwort auslösen könnten.  
  
5.5.7 Einfluss der Polyplexe auf die Zytokinsekretion von iDC und mDCs 
Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von DC-basierten 
Immuntherapien ist die Auschüttung von Zytokinen nach der Endozytose der 
Antigen-Peptide durch DCs. Die Sekretion der Zytokine ist notwendig für die 
Differentierung der CD4+ T-Zellen in T-Helferzellpopulationen, welche für die 
Differentierung von B-Lymphozyten in antikörperproduzierende Zellen wichtig 
sind.120 Aus diesem Grund wurde das proinflammatorische Potential der 
Polyplexe untersucht. Schoeters et al. zeigten bereits, dass Ni(II) eine 
Erhöhung der Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 in 
iDCs induziert.115 Um zu untersuchen, ob der Ni(II)-NTA-Ligand eine Erhöhung 
der Sekretion dieser Zytokine herbeiführt, wurde die IL-6 und IL-8 Ausschüttung 
von iDCs nach der Inkubation mit den Polyplexen untersucht. Das Ergebnis der 
Zytokinsekretion von iDCs nach 24 h Inkubation mit den Polyplexen ist in 
Abbildung 5-30 dargestellt.  
Die IL-8 Sekretion in Gegenwart von Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 und den 
Polyplexen war signifikant erhöht im Vergleich zu unbehandelten iDCs und den 
mit Gp160 behandelten iDCs. In anderen Untersuchungen wurde gezeigt, dass 
Ni(II) einen Anstieg der IL-8 Freisetzung hervorruft.83,115 Es ist möglich, dass die 
Aufregulation von IL-8 nach der Kultivierung der iDCs mit den Ni(II)-NTA-DG 
und den Polyplexen durch die Interaktion des Ni(II)-NTA-Liganden mit TLR4 
hervorgerufen wurde.83  
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Abb. 5-30: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die A) IL-8 und B) IL-6 Sekretion von iDCs nach 
24 h Inkubation. Die Zytokin-Freisetzung in den Überständen erfolgte mit ELISA. Die 
Diagramme stellen die Mittelwerte der Dreifachbestimmungen der Zellen von einem 
repräsentativen Spender von drei getesteten Spendern dar. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 
**, p<0,001 ***, bezogen auf unbehandelte Zellen) 
 
Die Expression von IL-6 wurde auch erhöht in der Gegenwart von Ni(II)-NTA-
DG, NTA-DG/His6-Gp160 und den Polyplexen. Jedoch war der Effekt des 
Polymers höher als der Effekt der Verbindungen mit Ni(II). Diese Erhöhung 
könnte durch die Säuregruppen des NTA-derivates hervorgerufen worden sein, 
welches an einer aliphatischen C4-Kette gebunden war. In einer ähnlichen 
Untersuchung von Beyerle et al.8 wurde gezeigt, dass ungesättigte 
Carbonsäuren zu einer Erhöhung der IL-6 Sekretion führen. Es gibt weitere 
Hinweise darauf, dass ungesättigte Carbonsäuren eine Erhöhung der IL-6 
Sekretion durch die Interaktion mit TLR4 auf iDCs hervorrufen.118 In Ni(II)-NTA-
DG waren die Säurefunktionalitäten des NTA-Derivates durch die 
Komplexierung mit Ni(II) abgesättigt. Dies könnte die Unterschiede in der IL-6 
Freisetzung von iDCs, welche mit NTA-DG und Ni(II)-NTA-DG kultiviert wurden, 
erklären.  
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Die Maturierung von DCs ist charakterisiert durch eine Erhöhung der Produktion 
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α und IL-12(p70).11,121 Diese 
Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Aktivierung und Differenzierung von 
CD4+ T-Helferzellen.69 Die Sekretion von IL-12 führt dabei zur Differenzierung 
von CD4+ T-Lymphozyten in Th1-Zellen.122,123 Aus diesem Grund wurde 
untersucht, ob die Polyplexe die Zytokinausschüttung von mDCs und somit die 
Differenzierung von CD4+ T-Zellen beeinflussen. Wie in Abbildung 5-31 
dargestellt, bewirkte die Kultivierung der Zellen mit Ni(II)-NTA-DG und den 
Polyplexen keine signifikant veränderte Expression von IL-12p(70) und TNF-α 
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. 
 
 
Abb. 5-31: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die A) IL-12(p70) und B) TNF-α und Sekretion von 
mDCs. IDCs wurden für 24 h mit den Proben kultiviert. Nach 24 h erfolgten die Zugabe 
von LPS und die Inkubation für weitere 48 h. Die Zytokin-Ausschüttung wurde in den 
Überständen mit ELISA untersucht. Die Diagramme stellen die Mittelwerte der 
Dreifachbestimmungen der Zellen eines repräsentativen Spenders von drei getesteten 
Spendern dar. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, bezogen auf unbehandelte Zellen)  
 
Aus den Ergebnissen des Einflusses der Polyplexe auf die Ausschüttung der 
Zytokine lässt sich schließen, dass Ni(II)-NTA-DG und der Polyplex 1:4 eine 
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proinflammatorische Wirkung zeigten. Diese wurde wahrscheinlich induziert 
durch die Interaktion des Ni(II)-NTA-Liganden mit TLR4.  
DC-basierte Vakzinierungsstrategien basieren auf der ex-vivo Generation von 
Antigen-Peptid-enthaltenen DCs und der Infusion der mDCs in den Patienten.80 
Dabei sind eine effiziente Antigen-Peptid-Aufnahme und die Lokalisierung des 
Antigen-Peptids nach der Endozytose durch DCs im lysosomalen Kompartiment 
von enormer Bedeutung.113 Zur Verbesserung der Peptid-Aufnahme in iDCs 
können dendritische Polymere als Trägersysteme verwendet werden.6,7 Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Kultivierung der iDCs mit den 
Polyplexen zu einer signifikanten Erhöhung der Aufnahme des Peptides führte, 
welches nach der Endozytose im endosomalen und lysosomalen Kompartiment 
lokalisiert war. Dies ist notwendig für die Etablierung von prophylaktischen 
Impfstoffen, da im lysosomalen Kompartiment die Bindung des Antigen-Peptids 
am MHC Klasse II-Molekül stattfindet.77 Die Maturierung der Peptid-enthaltenen 
DCs mit LPS zeigte eine Aufregulation der kostimulatorischen B7-Moleküle, des 
Maturierungsmarkers CD83 und eine Erhöhung der Translokalisation von MHC 
Klasse II-Molekülen an die Oberfläche der DCs. Diese Moleküle sind notwendig 
für die Induktion und Expansion von CD4+ T-Lymphozyten (Abb. 5-32).124,125  
 
Abb. 5-32 Schematische Darstellung der Differenzierung von CD4+ T-Zellen zu T-
Helferzellen 1 (Th1) 
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In DC-basierter Immuntherapie sollten die Peptid-enthaltenen DCs von der 
Injektionsstelle gegen einen Chemokingradienten zu den sekundären 
lymphatischen Organen migrieren.80 Es wurde gezeigt, dass Ni(II)-NTA-DG die 
Migration der Peptid-enthaltenen DCs nicht beeinflusst. Die Zytokinsekretion 
der mDC zeigte, dass eine Differentierung von CD4+ T-Zellen in T-Helferzellen 
möglich wäre. Somit hatte Ni(II)-NTA-DG keinen Einfluss auf die Sekretion von 
IL12(p70) nach der Maturierung der Peptid-enthaltenen DCs, welches die 
Differenzierung von CD4+ T-Lymphozyten in Th1-Zellen stimuliert. Die Bildung 
von T-Helferzellen führt letztendlich zur Differentierung von B-Lymphozyten in 
antikörperproduzierende Zellen und CD8+ zytotoxischen T-Zellen.120 Somit wäre 
Ni(II)-NTA-DG nach weiterer Optimierung ein potentielles Trägersystem für 
Antigen-Peptide in Zell-basierter Immuntherapie gegen Tumore oder virale 
Infektionen. 
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6. Zusammenfassung und Ausblick 
6.1 Synthese und Chararkterisierung von NTA-modifizierten 
dendritischen Glycopolymeren 
Das enorme Potential dendritischer Polymere für den Transport von bioaktiven 
Molekülen basiert auf deren Struktur und Eigenschaften.3 So ermöglicht die 
Komplexierung oder die kovalente Anbindung von bioaktiven Stoffen an die 
multivalente Oberfläche dendritischer Polymere sowohl die Erhöhung der 
zellulären Aufnahme als auch einen gerichteten Transport des bioaktiven 
Moleküls in die Zelle.2,45 Einen wichtigen Bereich nimmt dabei die Verwendung 
dendritischer Polymere als Transportsysteme für Antigen-Peptide in 
dendritische Zellen (DCs) für eine Zell-basierter Immuntherapie ein.6,7 In diesem 
Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass Carbosilan-Dendrimere6 oder 
Poly(propylenimin)-Glycodendrimere7 die Antigenaufnahme in DCs erhöhen 
können. Der Transport der Peptide basiert dabei auf elektrostatischen 
Wechselwirkungen zwischen der positiv geladenen Polymeroberfläche und den 
negativ geladenen Aminosäureseitenketten der Peptide. Die Verwendung 
positiv geladener Polymere hat jedoch den Nachteil, dass deren Anwendung 
aufgrund ihrer konzentrationsabhängigen Toxizität limitiert ist.4 Des Weiteren 
konnte mit diesen kationischen Systemen die intrazelluläre Freisetzung des 
Peptids vom polymeren Träger noch nicht nachgewiesen werden.  
Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit einen polymeren Träger zu 
etablieren, welcher zum einen durch eine hohe Biokompatibilität charakterisiert 
ist und zum anderen eine Freisetzung des Peptids innerhalb der Zelle 
gewährleistet. Da das späte endosomale und lysosomale Kompartiment durch 
einen pH-Wert unter pH 6 charakterisiert ist,67 sollte die Bindung zwischen dem 
Peptid und dem Polymer pH labil sein, um die intrazelluläre Freisetzung des 
Peptids zu ermöglichen. Der Chelatkomplex, welcher zwischen 
Nitrilotriessigsäure (NTA) und His-tagged Peptiden (His6-Peptide) in Gegenwart 
von Ni(II) gebildet wird, besitzt solche Eigenschaften.14  
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Um eine bessere Zugänglichkeit des NTA-Liganden zur Komplexierung der 
Peptide zu gewährleisten, wurde das NTA-Derivat mit PEG-Ketten 
unterschiedlicher Länge (PEG3 und PEG11) modifiziert. Die Verwendung von 
PEG-Ketten bietet den Vorteil, dass diese aufgrund der PEG-PEG Abstoßung 
die Aggregation der Polymere vermindern. Die Modifikation des NTA-Derivates 
mit den PEG-Ketten erfolgte durch eine Zweistufenreaktion,94 wobei zuerst die 
Phenylcarbamate der aminofunktionalisierten PEG-Ketten gebildet wurden. 
Anschließend erfolgte die Reaktion der Phenylcarbamate mit der Aminogruppe 
des NTA-Derivats zur Harnstoffgruppe. Die Produkte NTA-PEG3-NH-Boc und 
NTA-PEG11-NH-Boc wurden mit 
1H- und 13C-NMR Spektroskopie 
charakterisiert. Nach der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe durch saure 
Hydrolyse erfolgte die Anbindung der NTA-PEG-NH2-Derivate an 
hochverzweigtes PEI. Dabei wurden wiederum zuerst die Phenylcarbamate der 
NTA-PEG-NH2-Derivate gebildet, welche im Anschluss mit den 
Aminofunktionalitäten des hochverzweigten PEI reagierten. Die erfolgreiche 
kovalente Bindung der NTA-PEG-Derivate an das hochverzweigte PEI wurde 
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie nachgewiesen und die durchschnittlliche 
Anzahl an kovalent gebundenen NTA-PEG-Derivaten auf 5-6 bestimmt. 
Anschließend erfolgte die Modifikation der primären und sekundären 
Aminogruppen des NTA-PEG-PEI mit Maltose zu der Struktur A, unter 
Verwendung der reduktiven Aminierung.53 Die Reinheit der NTA-modifizierten 
Glycopolymere wurde mit 1H-NMR Spektroskopie untersucht und mit den 
Ergebnissen der Elementaranalyse wurde die Molmasse berechnet. Die 
Modifikation der Polymeroberfläche mit Maltose sollte zum einen die 
Biokompatibilität erhöhen und zum anderen unspezifische Wechselwirkungen 
zwischen der Polymeroberfäche und negativ geladenen 
Aminosäureseitenketten der Peptide verringern.  
Die Interaktion zwischen NTA-PEI-Maltose (NTA-DG) und His6-Peptiden ist 
schematisch in Abbildung 6-1 dargestellt. 
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Abb. 6-1: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Ni(II)-NTA-DG und His6-
Peptiden. 
 
Ein wichtiger Punkt bei der Entwicklung von polymeren Transportsystemen ist, 
dass diese spezifische Komplexierungs- und Freisetzungseigenschaften 
besitzen. Aus diesem Grund wurden die Bindungskapazität der NTA-
modifizierten Glycopolymere und die Freisetzung der Peptide, His6-Gp160 und 
His6-P24, in Abhängigkeit vom pH-Wert mit Hilfe der DLS untersucht. Es konnte 
gezeigt werden, dass durchschnittlich 6 Peptide an die Ni(II)-NTA-DGs 
komplexiert werden können (Abb. 6-2A). Die Inkubation von PEI-Maltose 
Struktur A mit Ni(II) und den Peptiden zeigte keine Änderung in der 
Größenverteilung. Aus diesem Grund konnte darauf geschlossen werden, dass 
die Komplexierung der Peptide an Ni(II)-NTA-DG auf der Bildung eines 
Chelatkomplexes zwischen den Säuregruppen des NTA-Derivates und den 
Aminogruppen der His6-Peptide in Gegenwart von Ni(II) beruht. 
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Abb. 6-2: A) Bindungskapazität von NTA-PEG3-DG. His6-Gp160 (cPeptid= 5 µM) wurde 
mit steigenden Konzentrationen an A) Ni(II)-NTA-PEG3-DG (5-Ni(II)) inkubiert. B) 
Freisetzung von His6-Gp160 vom Polyplex 6:1 in Abhängigkeit vom pH-Wert. Die 
hydrodynamischen Radien wurden mit DLS bestimmt.  
 
Des Weiteren konnte durch die Zugabe von Imidazol gezeigt werden, dass der 
Chelatkomplex eine hohe Stabilität besizt. Für die Etablierung von polymeren 
Trägern ist die Freisetzung der bioaktiven Moleküle ein wichtiges Kriterium. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Peptide ab einem pH-Wert von 6 freigesetzt 
werden (Abb. 6-2B). Dies bietet die Möglichkeit, dass die Peptide im 
lysosomalen Kompartiment freigesetzt werden und ohne sterische Hinderungen 
durch die Polymeroberfläche am MHC Klasse II-Molekül binden können. 
 
6.2 Synthese und Charakterisierung von PEI-Maltose Struktur B 
Der Transport von Peptiden durch dendritische Polymere in 
antigenpräsentierende Zellen (APCs) basiert meist auf elektrostatischen 
Wechselwirkungen zwischen der positiv geladenen Polymeroberfläche und 
negativ geladenen Aminosäureseitenketten der Peptide.6,7 Um zu untersuchen, 
ob die Komplexierung von Peptiden an Ni(II)-NTA-DGs vergleichbar mit den 
Polyplexen-W ist, welche auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruhen, 
wurde PEI-Maltose Struktur B (PEI-Mal B) synthetisiert, welche noch sekundäre 
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unumgesetzte Aminogruppen trägt. Die Reinheit von PEI-Mal B wurde mit 1H-
NMR nachgewiesen und die Molmasse mit Hilfe der Elementaranalyse 
bestimmt.  
Die Untersuchungen der Bindungkapazität zeigten, dass durchschnittlich 6 
Peptide (P24) an der Oberfläche des PEI-Mal B durch elektrostatische 
Wechselwirkungen komplexiert werden können. Bei der Analyse der 
Freisetzung des P24 bei sinkendem pH-Wert bildeten sich Aggregate. Aus 
diesem Grund besteht die Möglichkeit, dass das Peptid in den Aggregaten 
eingeschlossen ist. Dies zeigt, dass Ni(II)-NTA-DGs im Vergleich zu PEI-Mal B 
durch definiertere Komplexierungs- und Freisetzungeigenschaften der Peptide 
gekennzeichnet sind und aufgrund dieser Eigenschaften besser für die 
Verwendung als polymere Träger für Antigen-Peptide geeignet sind. 
 
6.3 Zellbiologische Untersuchungen 
DCs sind APCs, deren Hauptaufgabe in der Antigenaufnahme, -prozessierung 
und –präsentation besteht.11 Aufgrund des großen Potentials von DCs, eine 
Induktion und Expansion von T-Lymphozyten zu bewirken, wurden DC-basierte 
immuntherapeutische Strategien entwickelt.13,69 Diese basieren zumeist auf der 
ex-vivo Generation von iDCs, wobei meist Monozyten als DC Vorläuferzellen 
verwendet werden. Nach der Antigenaufnahme durch iDCs und deren 
Maturierung erfolgt die Reinfusion der Antigen-Peptid-enthaltenen mDCs (Abb. 
6-3).10,80  
 
Abb. 6-3: Schematische Darstellung der Generation von Antigen enthaltenen mDCs 
für eine DC-basierende Immuntherapie 
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Die Antigenaufnahme durch DCs ist dabei ein wichtiger Parameter. Aus diesem 
Grund wurde in diversen Studien die polykationische Oberfläche von 
dendritischen Polymeren verwendet, um die Antigenaufnahme in DCs zu 
erhöhen.6,7  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Komplexierung von P24 an 
die polykationische Oberfläche von PEI-Mal B eine signifikante Erhöhung der 
Aufnahme des Peptids bewirkte. Jedoch wirkte das Polymer inhibierend auf die 
Maturierung der DCs und zeigte eine Reduktion der Migrationsfähigkeit der DCs 
gegen die Chemokine CCL19 und CCL21. Da es Hinweise darauf gibt, dass 
positiv geladene Polymere eine inhibierende Wirkung auf die durch LPS-
induzierte Maturierung von APCs haben,99 wurde ein alternatives polymeres 
Trägersystem mit nahezu neutraler Oberfläche entwickelt.  
Die weiteren zellbiologischen Untersuchungen wurden daher mit NTA-PEG3-
DG und His6-Gp160 durchgeführt. Für die Anwendung der Ni(II)-NTA-DGs als 
Trägersysteme für Antigen-Peptide ist es notwendig, dass diese zu einer 
Erhöhung der Aufnahme der Peptide durch DCs führen. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Aufnahme der Polyplexe in Monozyten und iDCs im Vergleich 
zum Peptid allein signifikant erhöht war (Abb. 6-2). Die Endozytose der Peptide 
war dabei umso höher, je höher der molare Anteil des Polymers war.  
Für die Etablierung von prophylaktischen Vakzinierungsstrategien ist es wichtig, 
dass das Antigen-Peptid nach der Endozytose durch DCs im lysosomalen 
Kompartiment lokalisiert ist. Denn dort findet die Bindung des Antigen-
Fragments am MHC Klasse II-Molekül statt.72 Die Präsentation von Antigen-
Peptiden über MHC Klasse II-Moleküle führt zur Aktivierung und Differenzierung 
von CD4+ T-Zellen zu T-Helferzellen, welche für die Differenzierung von B-
Lymphozyten in antikörperproduzierende Zellen notwendig sind.120  
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Abb. 6-4: Endozytose von His6-Gp160-FITC, His6-Gp160-FITC/NTA-DG (1:4 ohne 
Ni(II)), Polyplex 1:1, 1:2 und 1:4 durch iDCs. iDCs wurden für 2 h mit His6-Gp160-FITC, 
1:4 ohne Ni(II) und Polyplex 1:1, 1:2, 1:4 inkubiert und der prozentuale Anteil an His6-
Gp160-FITC positiven Zellen mit FACS bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Doppelbestimmungen der Zellen von 3 repräsentativen Spendern. (t-Test: p<0,001 ***; 
p<0,01 **; bezogen auf mit His6-Gp160-FITC behandelte Zellen) 
 
Unter Verwendung der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie wurde gezeigt, dass 
die Polyplexe im frühen endosomalen und lysosomalen Kompartiment (Abb. 6-
3) von Monozyten und iDCs lokalisiert waren. Da bekannt ist, dass im 
lysosomalen Kompartiment ein leicht saurer pH-Wert vorliegt67 und die Peptide 
ab einem pH-Wert von 6 vom polymeren Träger freigesetzt werden, konnte 
darauf geschlossen werden, das His6-Gp160 in der Bindungstasche des MHC 
Klasse II-Moleküls binden könnte. Somit wäre es möglich, dass nach der 
Translokalisation des MHC Klasse II-Molekül-Peptid-Komplexes an die 
Zelloberfläche, das Peptid CD4+ T-Zellen präsentiert werden könnte.  
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Abb. 6-5: Nachweis der Lokalisation von His6-Gp160-FITC (A und E, grün) im 
lysosomalen Kompartiment mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. A-D) Monozyten 
und E-H) iDCs wurden für 30 min bzw. 2 h 45 min mit Polyplex 1:4 inkubiert. Im 
Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, auf Deckgläschen 
adhäriert, mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. 
Die intrazelluläre Färbung von Lysosomen erfolgte mit dem lysosomalen Marker 
LAMP1 (B und F, rot) und die Färbung des Zellkernes mit DAPI (C und G, blau). Die 
Abbildungen D und H zeigen die Überlagerung der 3 Kanäle. 
 
Die Kultivierung der iDCs mit Ni(II)-NTA-DG und den Polyplexen zeigte eine 
Aktivierung der DCs durch Aufregulation der kostimulatorischen Moleküle CD86 
und CD80 nach 24 h bzw. 48 h. Die Erhöhung der Expressionsdichte der B7 
Moleküle könnte mit der Interaktion des Ni(II)-NTA-Liganden mit Histidin-/ 
Cysteingruppen der extrazellulären Domäne von TLR4 begründet werden.83 Die 
B7-Moleküle sind mit verantwortlich für die Induktion und Expansion von CD4+ 
T-Zellen.11 Wie bei anderen polymeren Trägersystem reichte jedoch der 
Adjuvant Effekt des Polymers nicht aus um mature DCs zu generieren.6,7,79,103 
Aus diesem Grund werden Stimulanzien, wie Lipopolysacchadrid (LPS), zur 
Maturierung eingesetzt. Dabei sollte das Polymer nicht suppressiv auf die 
Maturierung der DCs wirken. Des Weiteren ist es notwendig, dass der polymere 
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Träger keinen Einfluss auf die Migrationsfähigkeit der mDCs ausübt, damit die 
Peptid-enthaltenen mDCs gegen die CCR7 Liganden CCL19/CCL21 in die 
sekundären lymphatischen Organe wandern können, um das Peptid CD4+ T-
Zellen zu präsentieren. Ni(II)-NTA-DG und die Polyplexe hatten keinen 
signifikanten Einfluss auf die Maturierung der DCs und keinen signifikanten 
Einfluss auf die Migration der DCs gegen die Chemokine CCL19 und CCL21. 
So konnte gezeigt werden, dass vollständig funktionsfähige Peptid-enthaltene 
mDCs generiert werden konnten. Die Differenzierung von CD4+ T-Zellen in T-
Helferzellen wird u. a. durch Zytokine beeinflusst, welche durch mDCs 
szeneriert werden. T-Helferzellen bewirken die Differenzierung von B-
Lymphozyten in antikörperproduzierende Zellen.120 Die Kultivierung von iDCs 
mit Ni(II)-NTA-DG und den Polyplexen bewirkte eine signifikante Erhöhung der 
IL-8 Sekretion. Dies konnte wiederum auf die Wechselwirkung des Ni(II)-NTA-
Liganden mit TLR4 zurückgeführt werden. Auch die IL-6 Sekretion war 
signifikant erhöht in Gegenwart von Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG und den 
Polyplexen. Jedoch war der Einfluss des polymeren Trägers NTA-DG höher als 
bei den anderen Proben. Da es Hinweise darauf gibt, dass aliphatische 
Carbonsäuren eine Erhöhung der IL-6 Sekretion durch die Interaktion mit TLR4 
hervorrufen,118 könnte dieses Ergebnis durch den NTA-Liganden induziert 
wurden sein. Nach der Maturierung der Antigen-Peptid-enthaltenen DCs wurde 
das proinflammatorische Zytokin IL12(p70) aufreguliert. Dies zeigte, dass eine 
Differenzierung von CD4+ T-Zellen in T-Helferzellen (Th1) möglich wäre. 
Ni(II)-NTA-DG bewirkte sowohl eine Erhöhung der Antigenaufnahme durch 
Monozyten und iDCs als auch eine Aktivierung der DCs. Des Weiteren konnte 
gezeigt werden, dass der polymere Träger keinen negativen Einfluss auf die 
Maturierung und die Migrationsfähigkeit der Zellen hatte. Aus diesem Grund 
haben Ni(II)-NTA-DGs ein gutes Potential als polymere Trägersysteme für 
Antigen-Peptide. 
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6.4 Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Polyplexe basierend auf der 
Bildung eines Chelatkomplexes zwischen Ni(II)-NTA-DG und His6-Peptiden 
sowohl zu einer Erhöhung der Antigenaufnahme als auch zu einer Aktivierung 
der DCs führen können. Nach der Maturierung duch den Stimulator LPS 
konnten vollständig funktionsfähige DCs erhalten werden. Eine Maturierung der 
Antigen-enthaltenen DCs könnte jedoch auch durch andere Stimulanzien 
erfolgen.  
So könnte ein Antigen in die Struktur von Ni(II)-NTA-DG integriert werden, von 
dem bekannt ist, dass es eine Immunantwort auslösen kann. Derartige 
Antigene könnten Antigene vom Tetanusvirues oder Antigene vom 
Zytomegalievirus (CMV, Herpes Virus 5) sein. 
Des Weiteren könnte die Oberfläche der NTA-DGs mit anderen Mono- oder 
Oligosacchariden modifiziert werden. Die Oberflächenmodifikation von Ni(II)-
NTA-DG erfolgte mit Maltose. Da Maltose nicht immunogen ist, könnte für die 
Oberflächenmodifikation ein immunogenes Mono-/Oligosaccharid dienen. Unter 
anderen könnte an die Oberfläche des Polymers Lactose, Galactose oder 
Mannose angebunden werden. Die Oberfläche des Polymers könnte vollständig 
oder nur teilweise aus diesen Mono-/Oligosacchariden bestehen.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 
BSA Bovine Serum Albumin, Rinderserumalbumin 
CD Cluster of Differentiation 
CLIP class II assoziated invariant chain, Klasse II assoziierte 
invariante Kette 
cLSM konfokale Laserscanningmikroskopie 
Cy3 Cyanine 3 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DB Degree of Branching, Verzweigungsgrad 
DC Dendritic Cell, Dendritische Zelle 
DC-SIGN Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin 
DG Dendritisches Glycopolymer 
DLS Dynamische Lichtstreuung 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EEA 1 Early Endosome Antigen 1, Frühes Endosomales Antigen 1 
EPR Effekt Enhanced Permeability and retention Effekt 
GM-CSF Granulozyt Makrophagen Kolonie Stimulationsfaktor 
HAART Hoch aktive antiretrovirale Therapie 
IL Interleukin 
LAMP 1 Lysosomal associated membrane Protein 1, Lysosomales 
Membranprotein 
li Invariant Chain, Invariante Kette 
MHC Major histocompatibility Complex, 
Hauptgewebeverträglichkeitskomplex 
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MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
MWCO Molecular Weight Cut Off, Molmassengrenze 
NTA Nitrilotriessigsäure 
PAMAM Poly(amidoamin) 
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells, Periphäre Blut 
Mononukleare Zellen 
PBS Phosphat buffered Saline, Phosphatpuffer 
PDI Polydispersitätsindex 
PEI25k Poly(ethylenimin) Mw=25000 g/mol 
PEG Polyethylenglykol 
PLGA Polylactid-co-glycolid 
PI Propidiumiodid 
PPI Poly(propylenimin) 
pNPCF para-Nitrophenylchloroformiat 
PPI Poly(propylenimin) 
PRR Pattern Recognition Receptor, Mustererkennungsrezeptor 
RITC Rhodamin-B-isothiocyanat 
ROMBP Ring-Öffnungs-Verzweigungspolymerisation 
RT Raumtemperatur 
Th T-Helferzelle 
TLR Toll-like Receptor, Toll-ähnlicher Rezeptor 
Treg Regulatorische T-Zelle 
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Abb. 5-7 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Ni(II)-
NTA-DG und His6-Peptiden 
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Abb. 5-8 Änderungen in der Fluoreszenzpolarisation von A) His6-
Gp160-FITC und B) His6-P24-FITC nach der Inkubation 
der Peptide mit steigenden Konzentrationen an PEI-Mal 
+Ni(II) (11-Ni(II)), Ni(II)-NTA-PEG3-DG (5-Ni(II)) und 
Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)). cPeptid-FITC= 5 µM; λAbs= 
485 nm; λEm= 516 nm; 37°C; 0,15 M PBS; pH 7,4. Die 
Daten repräsentieren zwei unabhängige Experimente, 
welche jeweils als Dreifachbestimmung durchgeführt 
wurden. 
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Abb. 5-9 Bindungskapazität von Ni(II)-NTA-PEG3-DG und Ni(II)-
NTA-PEG11-DG. His6-Gp160 (cPeptid= 5 µM) wurde mit 
steigenden Konzentrationen an A) Ni(II)-NTA-PEG3-DG 
(5-Ni(II)), B) Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)) und C) PEI-
Mal + Ni(II) (11-Ni(II)) inkubiert. Die hydrodynamischen 
Radien wurden mit DLS bestimmt. 
88 
Abb. 5-10 Bindungskapazität von Ni(II)-NTA-PEG3-DG und Ni(II)-
NTA-PEG11-DG. His6-P24 (cPeptid= 5 µM) wurde mit 
steigenden Konzentrationen an A) Ni(II)-NTA-PEG3-DG 
(5-Ni(II)), B) Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)) und C) PEI-
Mal +Ni(II) (11-Ni(II)) inkubiert. Die hydrodynamischen 
Radien wurden mit DLS bestimmt. 
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Abb. 5-11 Stabilität von Polyplex 6:1 in Abhängigkeit von der 
Imidazolkonzentration. A) Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-
Gp160, B) Ni(II)-NTA-PEG11-DG und His6-Gp160, C) 
Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-P24 und D) Ni(II)-NTA-
PEG11-DG und His6-P24 im stöchiometrischen Verhältnis 
von 6:1 wurden zu Imidazollösungen verschiedener 
Konzentrationen in PBS pipettiert. Nach 10 min wurde der 
hydrodynamische Radius mit DLS gemessen. 
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Abb.: 5-12 Freisetzung der Peptide im Polyplex 6:1 in Abhängigkeit 
vom pH-Wert. Der hydrodynamische Radius von A) Ni(II)-
NTA-PEG3-DG und His6-Gp160, B) Ni(II)-NTA-PEG11-DG 
und His6-Gp160, C) Ni(II)-NTA-PEG3-DG und His6-P24 
und D) Ni(II)-NTA-PEG11-DG wurde bei sinkendem pH-
Wert mit DLS bestimmt. 
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Abb. 5-13 A) Änderungen in der Fluoreszenzpolarisation von P24-
FITC nach der Inkubation mit steigenden Konzentrationen 
an PEI-Mal B (cPeptid-FITC= 5 µM; λAbs= 485 nm; λEm= 516 
nm; 37°C; 0,15 M PBS; pH 7,4) B) Bindungskapazität von 
PEI-Mal B. P24 (cPeptid= 5 µM) wurde mit steigenden 
Konzentrationen an PEI-Mal B inkubiert. Die 
hydrodynamischen Radien wurden mit DLS bestimmt. 
95 
Abb. 5-14 Biokompatibilität von PEI-Mal B. iDCs wurden mit A) 
steigenden Konzentrationen an PEI-Mal B und B) P24, 
PEI-Mal B und den Polyplexen-W 5:1 und 2,5:1 für 24 h 
inkubiert und die Viabilität der Zellen mit Hilfe des MTT-
Tests untersucht. Als Kontrollen dienten Dextran und 
DMSO. (t-Test: p<0,001 ***, p<0,01** bezogen auf 
unbehandelte Zellen) 
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Abb. 5-15 Endozytose von P24-FITC, Polyplex-W 5:1 und Polyplex-
W 2,5:1 durch iDCs. Immature DCs wurden für 30 min mit 
P24-FITC, Polyplex-W 5:1 und Polyplex-W 2,5:1 inkubiert 
und der prozentuale Anteil an P24-FITC positiven Zellen 
mit FACS bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Doppelbestimmungen der Zellen von 2 repräsentativen 
Spendern von 3 getesteten Spendern. (t-Test: p<0,001 
***; bezogen auf mit P24-FITC behandelte Zellen) 
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Abb. 5-16 Einfluss von P24, PEI-Mal B und den Polyplexen-W 5:1 
und 2,5:1 auf die Expression von CD86, CD80, CD83 und 
HLA-DR von iDCs nach einer Inkubationszeit von 24 h. 
Die Expressionsdichte wurde durchflusszytometrisch 
unter Berücksichtigung der entsprechenden Isotyp-
Kontrollen bestimmt. In den Diagrammen sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen der Doppel-
bestimmungen von 3 unabhängigen Experimenten 
dargestellt. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 ***, 
bezogen auf mit P24 behandelte Zellen) 
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Abb. 5-17 Einfluss von P24, PEI-Mal B und den Polyplexen-W 5:1 
und 2,5:1 auf die Maturierung von DCs. Immature DCs 
wurden mit den Proben für 24 h inkubiert. Dann erfolgte 
die Zugabe von LPS und eine Kultivierung für weitere 48 
h. Die Expression von CD86, CD80, CD83 und HLA-DR 
wurde durchflusszytometrisch unter Berücksichtigung der 
Isotyp-Kontrolle bestimmt. In den Diagrammen sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen der 
Doppelbestimmungen von 3 unabhängigen Experimenten 
dargestellt. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, bezogen auf 
unbehandelte Zellen) 
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Abb. 5-18 Einfluss von P24, PEI-Mal B und dem Polyplex-W 2,5:1 
auf die Migration von mDCs. Immature DCs wurden mit 
den Proben für 24 h kultiviert. Dann erfolgten die Zugabe 
von LPS und die Inkubation für weitere 48 h. Die 
Migration der mDCs gegen CCL19 und CCL21 wurde mit 
Transwell-Platten untersucht. Nach 3 h wurde der 
prozentuale Anteil der migrierten Zellen in der unteren 
Kammer des Wells durchflusszytometrisch bestimmt. In 
den Diagrammen sind die Mittelwerte von einem 
repräsentativen Experiment von drei getesteten Spendern 
dargestellt, welche jeweils als Doppel-bestimmung 
durchgeführt wurden. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, 
bezogen auf unbehandelte Zellen) 
104 
Abb. 5-19 Biokompatibilität von NTA-DG und Ni(II)-NTA-DG. iDCs 
wurden mit steigenden Konzentrationen an NTA-DG und 
Ni(II)-NTA-DG für 24 h inkubiert und die Vitalität der 
Zellen mit Hilfe des MTT-Tests untersucht. Als Kontrollen 
dienten Dextran und DMSO. (t-Test: p<0,001 ***, 
bezogen auf unbehandelte Zellen) 
106 
Abb. 5-20 Untersuchung der Biokompatibiltät von His6-Gp160, Ni(II)-
NTA-DG und Polyplex 1:4 (cHis6-Gp160= 1, 2 bzw. 4 µM; 
cNi(II)-NTA-DG= 4, 8 bzw. 16 µM). A) Monozyten und B) iDCs 
wurden für 24 h inkubiert. Die Viabilität der Zellen wurde 
durchflusszytometrisch durch vorherige Färbung der 
Zellen mit Annexin V-FITC und PI bestimmt. Der 
prozentuale Anteil viabler Zellen ist definiert als Annexin 
V-FITC und PI negativ. Abgebildet sind die Mittelwerte 
und Standardabweichungen der Dreifachbestimmungen 
der Zellen von 3 verschiedenen Spendern. (t-Test: 
p<0,001 ***, bezogen auf unbehandelte Zellen) 
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Abb. 5-21 Endozytose von His6-Gp160-FITC (graues Histogramm), 
His6-Gp160-FITC/NTA-DG (1:4 ohne Ni(II)), Polyplex 1:1, 
1:2 und 1:4 (rotes Histogramm) durch Monozyten. 
Monozyten wurden für 2 h mit His6-Gp160-FITC, 1:4 ohne 
Ni(II) und Polyplex 1:1, 1:2, 1:4 inkubiert, mit einer Glycin-
Lösung (pH 3,2) und PBS gewaschen und die 
Fluoreszenz-intensität von His6-Gp160-FITC 
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die 
Fluoreszenzintensitäten der Monozyten eines 
repräsentativen Spenders von 3 getesten Spendern.  
109 
Abb. 5-22 Endozytose von His6-Gp160-FITC, His6-Gp160-FITC/ 
NTA-DG (1:4 ohne Ni(II)), Polyplex 1:1, 1:2 und 1:4 durch 
A) iDCs und B) mDCs. IDCs und mDCs wurden für 2 h 
mit His6-Gp160-FITC, 1:4 ohne Ni(II) und Polyplex 1:1, 
1:2, 1:4 inkubiert und der prozentuale Anteil an His6-
Gp160-FITC positiven Zellen mit FACS bestimmt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen 
der Zellen von 3 repräsentativen Spendern. (t-Test: 
p<0,001 ***; p<0,01 **; p<0,05 *, bezogen auf mit His6-
Gp160-FITC behandelte Zellen) 
110 
Abb. 5-23 Nachweis der Lokalisation von His6-Gp160-FITC (A und 
E, grün) im frühen endosomalen Kompartiment mit 
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. A-D) Monozyten und 
E-H) iDCs wurden für 15 min bzw. 2 h 45 min mit 
Polyplex 1:4 inkubiert. Im Anschluss an die Inkubations-
zeit wurden die Zellen gewaschen, auf Deckgläschen 
adhäriert, mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 
% Triton-X permeabilisiert. Die intrazelluläre Färbung 
früher Endosomen erfolgte mit dem frühen endosomalen 
Marker EEA1 (B und F, rot) und die Färbung des 
Zellkernes mit DAPI (C und G, blau). Die Abbildungen D 
und H zeigen die Überlagerung der 3 Kanäle. 
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Abb. 5-24 Nachweis der Lokalisation von His6-Gp160-FITC (A und 
E, grün) im frühen lysosomalen Kompartiment mit 
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. A-D) Monozyten und 
E-H) iDCs wurden für 30 min bzw. 2 h 45 min mit 
Polyplex 1:4 inkubiert. Im Anschluss an die 
Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, auf 
Deckgläschen adhäriert, mit 4%igem Paraformaldehyd 
fixiert und mit 0,5 % Triton-X permeabilisiert. Die 
intrazelluläre Färbung von Lysosomen erfolgte mit dem 
lysosomalen Marker LAMP1 (B und F, rot) und die 
Färbung des Zellkernes mit DAPI (C und G, blau). Die 
Abbildungen D und H zeigen die Überlagerung der 3 
Kanäle. 
114 
Abb. 5-25 Untersuchung der Aufnahme von His6-Gp160-FITC (A 
und D, grün) in Monozyten und iDCs mit konfokaler 
Fluoreszenzmikroskopie. A-C) Monozyten und D-F) iDCs 
wurden für 30 min bzw. 2 h 45 min mit His6-Gp160-FITC 
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die 
Zellen gewaschen, auf Deckgläschen adhäriert und mit 
4%igem Paraformaldehyd fixiert. Die intrazelluläre 
Färbung des Zellkernes erfolgte mit DAPI (B und E, blau). 
Die Abbildungen C und F zeigen die Überlagerung der 2 
Kanäle. 
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Abb. 5-26 Untersuchung der Ko-Lokalisation von His6-Gp160-FITC 
(A, E, und I; grün) und Ni(II)-NTA-DG-RITC (B, F und J; 
rot) in Monozyten und iDCs mit konfokaler 
Fluoreszenzmikroskopie. Monozyten wurden für A-D) 15 
min und E-H) 30 min bzw. I-L) iDCs wurden für 2 h 45 min 
mit Polyplex 1:4 inkubiert. Im Anschluss an die 
Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, auf 
Deckgläschen adhäriert und mit 4%igem Para-
formaldehyd fixiert. Die intrazelluläre Färbung des 
Zellkernes erfolgte mit DAPI (C, G und K; blau). Die 
Abbildungen D, H und L zeigen die Überlagerung der 3 
Kanäle. 
117 
Abb. 5-27 Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 
ohne Ni(II)) und der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die 
Expression von CD86, CD80, CD83 und HLA-DR von 
DCs nach einer Inkubationszeit von 24 h. Die 
Expressionsdichte wurde durchflusszytometrisch unter 
Berücksichtigung der entsprechenden Isotyp-Kontrollen 
bestimmt. In den Diagrammen sind die Mittelwerte und 
Standarabweichungen der Doppelbestimmungen von 3 
unabhängigen Experimenten dargestellt. (t-Test: p<0,05 
*, p<0,01 **, bezogen auf unbehandelte Zellen) 
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Abb. 5-28 Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 
ohne Ni(II)) und der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die 
Maturierung von DCs. Immature DCs wurden mit den 
Proben für 24 h inkubiert. Dann erfolgten die Zugabe von 
LPS und eine Kultivierung für weitere 48 h. Die 
Expression von CD86, CD80, CD83 und HLA-DR wurde 
durchflusszytometrisch, unter Berücksichtigung der 
Isotyp-Kontrolle, bestimmt. In den Diagrammen sind die 
Mittelwerte und Standardabweichugen der Doppel-
bestimmungen von 3 unabhängigen Experimenten 
dargestellt. 
123 
Abb. 5-29 Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 
ohne Ni(II)) und der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf A) die 
Expression von CCR7 und B) die Migration von mDCs. A) 
IDCs wurden mit den Proben für 24 h kultiviert. Dann 
erfolgten die Zugabe von LPS und die Inkubation für 
weitere 48 h. Die Expressionsdichte von CCR7 wurde 
durchflusszytometrisch unter Berücksichtigung der Isotyp-
Kontrolle bestimmt. B) Die Migration der mDCs gegen 
CCL19 und CCL21 wurde mit Transwell-Platten 
untersucht. Nach 3 h wurde der prozentuale Anteil der 
migrierten Zellen in der unteren Kammer des Wells 
durchflusszytometrisch bestimmt. In den Diagrammen 
sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen von 3 
unabhängigen Experimenten (CCR7-Expression) bzw. 
von einem repräsentativen Experiments von drei 
getesteten Spendern (Migration) dargestellt 
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Abb. 5-30 Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 
ohne Ni(II)) und der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die A) 
IL-8 und B) IL-6 Sekretion von iDCs nach 24 h Inkubation. 
Die Zytokin-Freisetzung in den Überständen erfolgte mit 
ELISA. Die Diagramme stellen die Mittelwerte der 
Dreifachbestimmungen der Zellen von einem 
repräsentativen Spender von drei getesteten Spendern 
dar. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 ***, bezogen auf 
unbehandelte Zellen) 
127 
Abb. 5-31 Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 
ohne Ni(II)) und der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die A) 
IL-12(p70) und B) TNF-α und Sekretion von mDCs. IDCs 
wurden für 24 h mit den Proben kultiviert. Nach 24 h 
erfolgten die Zugabe von LPS und die Inkubation für 
weitere 48 h. Die Zytokin-Ausschüttung wurde in den 
Überständen mit ELISA untersucht. Die Diagramme 
stellen die Mittelwerte der Dreifachbestimmungen der 
Zellen von einem repräsentativen Spender von drei 
getesteten Spendern dar. (t-Test: p<0,05 *, p<0,01 **, 
bezogen auf unbehandelte Zellen)  
128 
Abb. 5-32 Schematische Darstellung der Differenzierung von CD4+ 
T-Zellen zu T-Helferzellen 1 (Th1) 
129 
Abb. 6-1 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Ni(II)-
NTA-DG und His6-Peptiden. 
133 
Abb. 6-2 A) Bindungskapazität von NTA-PEG3-DG. His6-Gp160 
(cPeptid= 5 µM) wurde mit steigenden Konzentrationen an 
A) Ni(II)-NTA-PEG3-DG (5-Ni(II)) inkubiert. B) Freisetzung 
von His6-Gp160 vom Polyplex 6:1 in Abhängigkeit vom 
pH-Wert. Die hydrodymanschen Radien wurden mit DLS 
bestimmt. 
 
134 
Abbildungsverzeichnis 
 
 
154
Abb. 6-3 Schematische Darstellung der Generation von Antigen 
enthaltenen mDCs für eine DC-basierende 
Immuntherapie 
135 
Abb. 6-4 Endozytose von His6-Gp160-FITC, His6-Gp160-
FITC/NTA-DG (1:4 ohne Ni(II)), Polyplex 1:1, 1:2 und 1:4 
durch iDCs. iDCs wurden für 2 h mit His6-Gp160-FITC, 
1:4 ohne Ni(II) und Polyplex 1:1, 1:2, 1:4 inkubiert und der 
prozentuale Anteil an His6-Gp160-FITC positiven Zellen 
mit FACS bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Doppelbestimmungen der Zellen von 3 repräsentativen 
Spendern. (t-Test: p<0,001 ***; p<0,01 **; bezogen auf 
mit His6-Gp160-FITC behandelte Zellen) 
137 
Abb. 6-5 Nachweis der Lokalisation von His6-Gp160-FITC (A und 
E, grün) im lysosomalen Kompartiment mit konfokaler 
Fluoreszenzmikroskopie. A-D) Monozyten und E-H) iDCs 
wurden für 30 min bzw. 2 h 45 min mit Polyplex 1:4 
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die 
Zellen gewaschen, auf Deckgläschen adhäriert, mit 
4%igem Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5 % Triton-X 
permeabilisiert. Die intrazelluläre Färbung von 
Lysosomen erfolgte mit dem lysosomalen Marker LAMP1 
(B und F, rot) und die Färbung des Zellkernes mit DAPI 
(C und G, blau). Die Abbildungen D und H zeigen die 
Überlagerung der 3 Kanäle. 
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Anhang 
 
A1 Synthese und Charakterisierung von Glycopolymeren 
 
 
Abb. A-1: 13C-NMR-Spektrum PEI25k in D2O 
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Abb. A-2: A) 1H-NMR-Spektrum und B) 13C-NMR-Spektrum von NTA-PEG11-Boc (7) in 
DMSO-d6 
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Abb. A-3: 1H-NMR-Spektrum von PEI-Mal A (11) in D2O 
 
Abb. A-4: 1H-NMR-Spektrum von PEI-Mal B (12) in D2O 
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Abb. A-5: Abhängigkeit des Zetapotentials von NTA-PEG3-DG (5), NTA-PEG11-DG 
(10), Ni(II)-NTA-PEG3-DG (5-Ni(II)) und Ni(II)-NTA-PEG11-DG (10-Ni(II)) in 
Abhängigkeit vom pH-Wert 
 
 
Abb. A-6: Abhängigkeit des Zetapotentials von PEI-Mal B (12) in Abhängigkeit vom 
pH-Wert 
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A2 Zellbiologische Untersuchungen 
 
Tabelle A1: Endozytose von P24, Polyplex 5:1 und Polyplex 2,5:1 1:2 durch iDCs. 
Immature DCs wurden für 30 min mit P24, Polyplex 5:1 und Polyplex 2,5 inkubiert und 
der prozentuale Anteil an P24-FITC positiven Zellen mit FACS bestimmt. 
 Fluoreszenzintensität P24-FITC 
Unbehandelt 1989 ± 84 
P24 3113 ± 45 
5:1 20400 ± 2100 
2,5:1 20950 ± 3750 
 
Tabelle A-2: Einfluss von P24, PEI-Mal B und dem Polyplex 2,5:1 auf die Migration 
von mDCs. Immature DCs wurden mit den Proben für 24 h kultiviert. Dann erfolgten die 
Zugabe von LPS und die Inkubation für weitere 48 h. Die Migration der mDCs gegen 
CCL19 und CCL21 wurde mit Transwell-Platten untersucht. Nach 3 h wurde der 
prozentuale Anteil der migrierten Zellen in der unteren Kammer des Wells 
durchflusszytometrisch bestimmt. 
 Migrierte Zellen [%] 
 2. Spender 3. Spender 
Probe CCL19 CCL21 CCL19 CCL21 
Kontrolle 9 9 2 1 
mDC 47 21 100 100 
P24 21 30 195 6 
PEI-Mal B 6 13 212 26 
2,5:1 5 8 31 21 
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Tabelle A-3: Endozytose von His6-Gp160-FITC (graues Histogramm), His6-
Gp160/NTA-DG (1:4 ohne Ni(II)), Polyplex 1:1, 1:2 und 1:4 (rotes Histogramm) durch 
Monozyten. Monozyten wurden für 2 h mit His6-Gp160-FITC, 1:4 ohne Ni(II) und 
Polyplex 1:1, 1:2, 1:4 inkubiert, mit einer Glycin-Lösung (pH 3,2) und PBS gewaschen 
und die Fluoreszenzintensität von His6-Gp160-FITC durchflusszytometrisch bestimmt. 
 Fluoreszenzintensität His6-Gp160-FITC 
 2. Spender 3. Spender 
Unbehandelt 41,9 ± 2,3 86,6 ± 0,3 
DMSO 39,6 ± 0,0 81,3 ± 0,2 
Gp160 101,2 ± 1,5 183,1 ± 6,3 
1:4 ohne Ni(II) 95,6 ± 0,4 284,5 ± 4,2 
1:1 136,4 ± 1,4 269,1 ± 3,1 
1:2 140,5 ± 2,4 391,6 ± 3,8 
1:4 179,5 ± 2,3 427,5 ± 152,9 
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Tabelle A-4: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die Expression von CD83 von DCs nach einer 
Inkubationszeit von 48 h. Die Expressionsdichte wurde durchflusszytometrisch unter 
Berücksichtigung der Isotyp-Kontrolle bestimmt.  
 CD83 positive Zellen [%] 
 1. Spender 2. Spender 3. Spender 
Unbehandelt 11,1 ± 1,1 5,0 ± 0,1 5,5 ± 1,1 
DMSO 8,2 ± 1,9 6,0 ± 0,3 15,7 ± 10,7 
Gp160 8,5 ± 4,9 4,4 ± 0,1 9,9 ± 2,3 
Ni(II)-NTA-DG 26,1 ± 3,3 7,7 ± 1,2 19,4 ±0,3 
1:4 ohne Ni(II) 35,9 ±4,8 14,2 ± 1,2 29,1 ±4,7 
1:1 9,4 ± 1,2 7,6 ± 0,8 21,7 ±1,3 
1:2 24,0 ± 1,5 6,8 ± 0,7 23,5 ± 4,3 
1:4 18,6 ± 5,9 9,1 ± 2,5 17,0 ± 0,0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anhang 
 
 
170
Tabelle A-5: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die Expression von CD80 von DCs nach einer 
Inkubationszeit von 48 h. Die Expressionsdichte wurde durchflusszytometrisch unter 
Berücksichtigung der Isotyp-Kontrolle bestimmt.  
 CD80 positive Zellen [%] 
 1. Spender 2. Spender 3. Spender 
Unbehandelt 78,4 ± 2,7 78,5 ± 1,7 80,6 ± 1,5  
DMSO 79,2 ± 2,4 77,3 ± 1,5 85,7 ± 3,8 
Gp160 76,7 ±1,3 80,3 ± 0,1 82,9 ± 0,8 
Ni(II)-NTA-DG 92,8 ± 1,2 90,0 ± 1,3 95,0 ± 1,4 
1:4 ohne Ni(II) 85,8 ± 3,7 88,2 ± 1,1 91,3 ± 2,4 
1:1 88,4 ± 0,8 85,7 ± 0,9 91,1 ± 1,5 
1:2 86,2 ± 3,6 88,1 ± 0,2 84,1 ± 1,5 
1:4 90,7 ± 2,3 92,8 ± 0,6 92,2 ± 0,3 
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Tabelle A-6: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die Migration von mDCs. A) IDCs wurden mit den 
Proben für 24 h kultiviert. Dann erfolgten die Zugabe von LPS und die Inkubation für 
weitere 48 h. Die Migration der mDCs gegen CCL19 und CCL21 wurde mit Transwell-
Platten untersucht. Nach 3 h wurde der prozentuale Anteil der migrierten Zellen in der 
unteren Kammer des Wells durchflusszytometrisch bestimmt. 
 Migrierte Zellen [%] 
 2. Spender 3. Spender 
Probe CCL19 CCL21 CCL19 CCL21 
mDC Kontrolle 1 ± 0,3 1 ± 0,3 9 ± 0,2 9 ± 0,2 
mDC 27 ± 0,2 39 ± 1,0 47 ± 1,0 21 ± 0,2 
GP160 21 ± 0,0 27 ± 0,1 34 ± 0,5 23 ± 0,2 
Ni-NTA 32 ± 0,9 38 ± 0,0 35 ± 0,4 24 ± 1,5 
NTA/GP160 19 ± 0,2 21 ± 0,1 34 ± 0,2 39 ± 1,0 
1:1 27 ± 0,2 25 ± 0,4 30 ± 1,4 37 ± 0,8 
1:2 47 ± 1,6 51 ± 0,8 26 ± 6,9 40 ± 0,3 
1:4 34 ± 0,5 45 ± 0,2 34 ± 0,3 41 ± 1,0 
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Tabelle A-7: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die IL-8 und IL-6 Sekretion von iDCs nach 24 h 
Inkubation. Die Zytokin-Freisetzung in den Überständen erfolgte mit ELISA. 
 2. Spender 3. Spender 
Probe IL-8 [pg/ml] IL-6 [pg/ml] IL-8 [pg/ml] IL-6 [pg/ml] 
Unbehandelt 1171 ± 540 14 ± 10 4264 ± 53 177 ± 36 
DMSO 570 ± 153 8 ± 1 1039 ± 45 81 ± 14 
GP160 2394 ± 270 204 ± 5 2753 ± 53 213 ± 0 
Ni(II)-NTA-DG 2290 ± 55 67 ± 0 28335 ± 926 325 ± 5 
1:4 ohne Ni(II) 6597 ± 258 73 ± 11 16969 ± 499 441 ± 31 
1:1 1237 ± 195 28 ± 5 12182 ± 463 329 ± 0,0 
1:2 2084 ± 415 57 ± 11 17491 ± 293 296 ± 4 
1:4 1913 ± 626 38 ± 3 25105 ± 5692 352 ± 13 
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Tabelle A-8: Einfluss von Gp160, Ni(II)-NTA-DG, NTA-DG/Gp160 (1:4 ohne Ni(II)) und 
der Polyplexe 1:1, 1:2 bzw. 1:4 auf die IL-12(p70) und TNF-α und Sekretion von mDCs. 
IDCs wurden für 24 h mit den Proben kultiviert. Nach 24 h erfolgten die Zugabe von 
LPS und die Inkubation für weitere 48 h. Die Zytokin-Ausschüttung wurde in den 
Überständen mit ELISA untersucht. 
 2. Spender 3. Spender 
Probe 
IL-12p70 
[pg/ml] 
TNF-α   
[pg/ml] 
IL-12p70 
[pg/ml] 
TNF-α   
[pg/ml] 
Unbehandelt 1727 ± 25 950 ± 14 2568 ± 18 6493 ± 238 
DMSO 1537 ± 45 712 ± 26 2759 ± 305 6771 ± 67 
GP160 1513 ± 54 729 ± 28 2829 ± 71 6895 ± 298 
Ni(II)-NTA-DG 1572 ± 50 753 ± 78 2922 ± 153 8951 ± 416 
1:4 ohne Ni(II) 1673 ± 72 902 ± 70 2418 ± 62 7981 ± 109 
1:1 1507 ± 44 820 ± 50 2639 ± 112 7508 ± 92 
1:2 1349 ± 56 831 ± 18 2346 ± 52 6229 ± 52 
1:4 1435 ± 20 1078 ± 5 2500 ± 347 8033 ± 189 
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